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1.1. Fosforilación de proteínas 
El desarrollo de organismos eucariotas multicelulares necesita de la interacción de 
numerosos procesos de proliferación y diferenciación, que tienen lugar de una forma ordenada. 
Como requisito para que ocurran dichos eventos, las células deben responder a señales 
extracelulares mediante un conjunto específico de mecanismos, que regulan o modulan la expresión 
de genes. Entre la señal y el gen, hay un sistema formado por diferentes componentes celulares y 
moleculares, cuya misión es la de llevar a cabo y garantizar una específica y correcta transducción 
de la señal. 
 Con el fin de que estos componentes celulares ejerzan su función adecuadamente, su 
participación en la transmisión de la señal va a estar regulada. Entre los mecanismos de regulación 
que intervienen, la fosforilación de proteínas juega un papel principal. En la transmisión de la señal, 
los procesos de fosforilación de proteínas son reversibles, y por ello no requieren solamente de la 
intervención de enzimas fosforilantes. Las proteínas dianas son fosforiladas en sitios específicos por 
una o más proteína quinasas, y estos grupos fosfato son hidrolizados por proteínas fosfatasas 
específicas. Por lo tanto el grado de fosforilación de un residuo particular puede ser regulado 
mediante el cambio de la actividad de la respectiva proteína quinasa, proteína fosfatasa o de ambas 
(Lisbona, 1995). 
La fosforilación de proteínas es el principal mecanismo en la regulación de la organización 
del citoesqueleto durante el ciclo y la diferenciación celular. Así, el nivel de fosforilación de cualquier 
proteína celular en un determinado momento, refleja la actividad relativa de las quinasas y 
fosfatasas que catalizan esta interconversión (Hanks y Hunter, 1995). El mecanismo general de los 
procesos de fosforilación en células eucariótas se muestra en la Figura 1.1. 
 1.1.1 Clasificación de las proteína quinasas 
 
En células eucariótas, la fosforilación reversible de proteínas es el principal mecanismo de 
control en la mayoría de los eventos intracelulares (Hunter, 1995). En este proceso de fosforilación 
reversible están implicadas dos tipos de enzimas: las proteína quinasas y las proteína fosfatasas. 
(Hunter, 1995). Las primeras catalizan la transferencia de un grupo fosfato desde un nucleósido 




proteína sustrato, generando la formación de un enlace fosfoéster. En sentido contrario, las proteína 
fosfatasas catalizan la hidrólisis de un enlace fosfoéster en una proteína, liberando el fosfato 
inorgánico, y por tanto hacen reversibles los efectos de la fosforilación (Cohen, 1989; Vincent et al., 
1992; Shenolikar, 1994; Barford, 1996; Fauman y Saper, 1996; Tonks, 2006; Mustelin, 2006). 
 
Figura 1.1.- Mecanismo general de los procesos de fosforilación en células eucariótas. La P 
representa el lugar de unión de los grupos fosfato a  las proteínas en los aminoácidos Ser/Thr y/o Tyr. 
(Adaptado de González, 2000). 














En los últimos años, el descifrado de los genomas de varias especies ha permitido 
identificar el conjunto completo de genes que codifican para proteína quinasas, conocido con el 
término «quinoma». El quinoma humano, por ejemplo, está constituido por 518 genes (Manning et 
al., 2002a), la mitad del número que se predijo hace veinte años (Hunter, 1987), pero que aún así 
constituye aproximadamente el 1,7 % del genoma. Además del quinoma humano se han descifrado 
los correspondientes a otras especies de mamíferos, invertebrados y eucariotas unicelulares, cuyos 
genomas también han sido secuenciados. Concretamente, son conocidos los quinomas de ratón 
(540 genes) (Caenepeel et al., 2004), Drosophila melonogaster (239 genes) (Manning et al., 2002b), 
Caenorhabditis elegans (438 genes) (Manning, 2005) , erizo de mar (353 genes) (Bradham et al., 
2006), Saccharomyces cerevisiae (130 genes), (Manning et al., 2002b), Dictyostelium (285 genes) 
(Goldberg et al., 2006) y Tetrahymena thermophila (Eisen et al., 2006). En general, el número de 
genes que codifican proteína quinasas en las diferentes especies estudiadas representa entre el 1,5 
y el 2,5 % de su genoma. 
El número de proteína quinasas conocidas actualmente es muy elevado. Existen bases de 
datos que contienen más de 16.000 entradas de secuencias correspondientes a estas enzimas 
pertenecientes a muchas  especies (Niedner et al., 2006). Un buen número de ellas, sin embargo, 
no han sido purificadas ni caracterizadas bioquímicamente, ni se conocen sus sustratos fisiológicos 
ni su función. Los criterios de clasificación de los miembros de esta superfamilia de enzimas se han 
ido modificando con el tiempo (Hunter, 1991).  
Las proteína quinasas se han clasificado como proteína quinasas de tirosina (Tyr) o 
quinasas de serina/treonina (Ser/Thr) aunque existen algunas quinasas dobles (Manning et al., 
2002a; Dhanasekaran y Premkumar, 1998; Marshall, 1994; Lindberg et al., 1992).  
La gran avalancha de nuevas proteína quinasas identificadas, que tuvo lugar especialmente 
a partir de 1980, conllevó la necesidad de utilizar nuevos criterios para su clasificación, basados en 
el grado de homología de determinadas regiones de sus secuencias. A pesar de que entre los 
miembros de la superfamilia de las proteína quinasas existe una gran diversidad de funciones, 
formas de regulación y especificidad de sustrato, la comparación de sus secuencias aminoacídicas 
permitió deducir que todas ellas comparten el denominado «dominio catalítico», una región de 
aproximadamente 250-300 aminoácidos agrupados en doce subdominios que se pliegan adoptando 
una estructura terciaria característica (Hanks et al., 1988; Hanks y Quinn, 1991). Dentro de este 
dominio catalítico se encuentran aminoácidos invariables o muy conservados en todas las proteína 
quinasas, que están implicados en la unión y correcta orientación de los sustratos, así como en la 




En base al alineamiento múltiple de las secuencias correspondientes a los dominios catalíticos, 
Hunter y colaboradores (1995) establecieron una primera clasificación de la superfamilia de las 
proteína quinasas en cinco grupos, 44 familias y 51 subfamilias, las cuales contienen enzimas 
estructuralmente muy relacionadas entre sí. Los miembros de cada una de las subfamilias, 
generadas por parentescos estructurales, poseen habitualmente propiedades funcionales también 
muy similares (Hanks y Hunter, 1995). 
El descifrado de los quinomas de algunas especies, citadas anteriormente, y la consecuente 
identificación de nuevas proteína quinasas hasta ese momento desconocidas, conllevó la necesidad 
de ampliar el número de grupos propuestos inicialmente en la clasificación de Hanks y Hunter. Por 
ello Manning y colaboradores establecieron una nueva clasificación  de las proteína quinasas que 
constituyen el quinoma humano (Manning et al., 2002a), y también el de otras especies (Manning et 
al., 2002b; Manning, 2005), basada fundamentalmente en la comparación de las secuencias de los 
dominios catalíticos, pero teniendo en cuenta también otros parámetros, como la similitud de 
secuencias en otros dominios distintos al catalítico o la función biológica desempeñada.  
De las 518 proteína quinasas codificadas por el genoma humano, 40 corresponden a 
proteínas que, aunque poseen actividad enzimática proteína quinasa, su secuencia carece de 
similitud con la secuencia del dominio catalítico típico de las proteína quinasas, y por eso se 
denominan proteína quinasas atípicas (aPK). La 478 restantes constituyen la superfamilia de las 
denominadas proteína quinasas eucariotas o típicas (ePK), que se divide, a su vez, en 9 grupos, 
120 familias y 179 subfamilias. 
La comparación de los quinomas de diferentes organismos, distanciados evolutivamente, y 
la observación del número de subfamilias compartidas por varias especies permite extraer 
conclusiones interesantes. Como se muestra en la figura 1.2, existen 53 subfamilias presentes en 
los quinomas de hombre, gusano, mosca y levadura, lo cual parece lógico teniendo en cuenta que 
las proteína quinasas regulan una gran variedad de procesos celulares básicos, presentes, por 
tanto, en todos los organismos. Otras 91 subfamilias son compartidas por hombre, gusano y mosca 
(metazoos), pero están ausentes en levadura. Entre estas 91 subfamilias se encuentran las 
pertenecientes al grupo tirosina quinasas (TK) y «tirosin kinases like» (TKL), reguladoras de los 
procesos de comunicación intercelular más complejos. Otra observación interesante es que el 
hombre y la mosca comparten bastantes subfamilias de proteína quinasas implicadas en la 
inmunidad, neurobiología y morfogénesis que están ausentes en el gusano, lo que sugiere que 















 1.1.2. Regulación de proteína quinasas 
 
 Los dominios reguladores de las proteína quinasas difieren significativamente entre ellas, 
estableciendo diferencias entre los diversos tipos de enzimas. La mayoría poseen segmentos que 
bloquean su actividad, como pseudosustratos que interactúan con los sitios cataliticos. Estos 
pueden presentarse como subunidades disociables, es el caso de la proteína dependiente de AMPc 
(PKA) (Walsh et al., 1968; Krebs, 1993) o como secuencias dentro del mismo péptido como la 
proteína dependiente de GMPc (PKG) (Vaandrager y de Jonge, 1996). Otras quinasas como la 
proteína quinasa C (PKC), pueden llegar a presentar tres dominios reguladores (Nishizuka, 1992), 
asociados a un proceso de translocación que en si mismo es también regulador.   
 
1.1.2.1. Regulación de la actividad 
 
 La actividad enzimática de las proteína quinasas está sometida a un estricto control. En 
general, en las células no cancerosas, las proteína quinasas se encuentran en un estado o 
conformación inactiva, hasta que en un determinado momento, y de forma transitoria, adquieren una 
conformación activa, que desencadena, a través de la fosforilación de determinadas proteínas 
sustrato, una respuesta fisiológica.  
Figura 1.2. Distribución de las subfamilias de proteína 




 La activación de las proteína quinasas tiene lugar mediante diversos mecanismos que 
implican: (i) unión de moléculas efectoras (sustratos o ligandos); (ii) fosforilación por si mismas 
(autofosforilación) o por otras proteína quinasas; y (iii) interacciones proteína-proteína o 
interacciones entre dos dominios diferentes de la misma proteína (Johnson et al., 1996; Huse y 
Kuriyan, 2002; Shi et al., 2006; Gold et al., 2006; Pellicena y Kuriyan, 2006; Taylor y Ghosh, 2006). 
 
1.2. La familia de la proteína quinasa C 
 
 La célula eucariota es una entidad altamente organizada que es capaz de responder a los 
cambios extracelulares e intracelulares de forma muy controlada. Los mecanismos por los que la 
célula responde a estímulos extracelulares implican inicialmente la transducción de señales a través 
de la membrana celular. Esta transducción está mediada generalmente por la producción de 
sustancias bioactivas (segundos mensajeros o mensajeros intracelulares) y por la capacidad de 
éstas para inducir cambios conformacionales en proteínas reguladoras (Figura 1.3). Muchas de 
esas proteínas se han identificado como enzimas activadas por mecanismos alostéricos y 
covalentes. La PKC es una de estas enzimas. Ésta ejerce su acción fosforilando sustratos 
específicos, una de las formas más extendidas en las células eucariotas para provocar la 
modificación química de proteínas de forma covalente (Hunter, 1998; Schenk y Snaar-Jagalska, 
1999; Hunter., 1995). Existen numerosas referencias en la bibliografía otorgando a esta proteína un 
papel central en la transducción de señales en la célula. Así, se ha implicado a la PKC en la 
regulación del crecimiento y diferenciación celular (Parmentier et al., 2003; Carter y Kane, 2004), 
desarrollo neural, transmisión sináptica, regeneración axonal, contracción y relajación del músculo 
liso, secreción endocrina y exocrina, desarrollo de tumores, apoptosis y envejecimiento (Griner y 
Kazanietz, 2007; Martelli, et al., 2006; Liu et al., 2006; Petit et al., 2005; Won et al., 2005; Nagai-
Tamai et al., 2002; Coghlan et al., 2000; Dempsey et al., 2000; Musashi et al., 2000; Liu y Heckman, 
1998, Mellor y Parker, 1998; Parker y Dekker, 1997; Sontag et al., 1997; Marks y Gschwendt 1997; 
Newton, 1997; Casabona, 1997; Liu, 1996; Quest., 1996; Newton, 1996; Blobe et al., 1996; Newton, 
1995;  Nishizuka, 1995; Hug y Sarre, 1993; Hung et al., 1993). Sin embargo, aún no se conocen 
completamente los mecanismos de regulación de la PKC y tampoco el papel biológico de muchos 







 La PKC fue identificada en 1977 y caracterizada inicialmente como una quinasa que se 
activaba por mecanismos proteolíticos (fue bautizada como proteína quinasa M) (Takai et al., 1977) 
y desde entonces ha suscitado un elevado interés, generándose gran cantidad de información que 
aparece recogida en numerosas revisiones (Griner y Kazanietz, 2007; Corbalán-García y Goméz-
 
Figura 1.3. Esquema general del mecanismo de transducción de señales. (Adaptado de Hug y Sarre, 1993). 
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Fernández, 2006; Li y Gobe, 2006; Martelli, et al., 2006; Liu et al., 2006; Becker y Hannun, 2005; Liu 
y Heckman, 1998; Mellor y Parker, 1998; Casabona, 1997; Newton, 1997; Parker y Dekker, 1997; 
Marks y Gschwendt, 1997; Newton, 1996; Blobe et al., 1996; Liu, 1996; Quest., 1996; Newton, 1995; 
Hug y Sarre, 1993). 
 Se pensaba que la PKC residía en el citoplasma en una conformación inactiva y que se 
translocaba a la membrana plasmática o a los orgánulos citoplasmáticos debido a la activación 
celular por diferentes estímulos. Sin embargo, las evidencias recogidas durante los últimos 20 años 
han mostrado que la PKC es capaz de translocarse al núcleo. Por otro lado, también existen 
isoformas de PKC que residen dentro del núcleo. Varios estudios han permitido identificar algunas 
proteínas nucleares (las cuales son sustratos de PKC) y la caracterización de proteínas de unión a 
la PKC nuclear, las cuales pueden ser cruciales en la precisa sintonía de la función de la PKC en 
condiciones micro-celulares (Martelli et al., 2006). 
 En los 30 años de investigación en el quinoma humano, más de 400 enfermedades 
humanas se han ligado a aberraciones de quinasas, las cuales intervienen en las rutas de 
señalización (Manning et al., 2002a;b). La modulación de la actividad quinasa de las proteínas ha 
sido un objetivo prometedor para el descubrimiento de fármacos, pero se desconoce el efecto de 
muchos inhibidores de quinasas debido a la alta similitud entre las familias de quinasas lo que ha 
limitado en gran parte el uso clínico de estas moléculas (Kheifets y Mochly-Rosen, 2007). 
 
 1.2.1. Clasificación de las PKCs 
 
 La PKC es una familia de serina/treonina quinasas (Goekjian y Jirousek, 2001), de las que 
se han identificado hasta la fecha 11 componentes, que difieren en su distribución y nivel de 
expresión en distintos tejidos, su diferente interacción con lípidos y proteínas, y su distribución 
intracelular (Liu y Heckman, 1998; Newton, 1995). Estas 11 isoformas se clasifican en tres grupos 
atendiendo a su estructura y a sus requerimientos alostéricos (Ohno y Nishizuka, 2002; Newton, 
2001; Mellor y Parker, 1998; Liu y Heckman, 1998; Newton, 1995) (Figura 1.4). El primer grupo está 
formado por las PKCs convencionales (cPKC: α, βI, βII y γ) que dependen de calcio y son 
activadas por fosfolípidos, diacilglicerol (DAG) y ésteres de forbol. El segundo grupo, o PKCs 
nuevas (nPKC: δ, ε, η y θ), se activan por DAG y ésteres de forbol pero son insensibles al calcio. El 
tercer grupo, o PKCs atípicas (aPKC: ζ, λ(ι) y μ), también son insensibles al calcio y no responden 
a DAG o ésteres de forbol como el PMA. Son dependientes de fosfatidilserina (PS) y estas 
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isoenzimas tan solo tienen una secuencia rica en cisteina en la región C1 (Hirai y Chida, 2003; 
Newton, 2003; Suzuki et al., 2003; Nishizuka, 2001; Goekjian y Jirousek, 2001; Moscat y Díaz-Meco, 
2000; Coghlan et al., 2000; Liu y Heckman, 1998; Newton, 1995; Nishizuka, 1992). La PKC ι y la 
PKC λ fueron identificadas independientemente en humanos y ratones respectivamente, pero 
presentan una alta homología y actualmente son consideradas la misma proteína (Liu y Heckman, 
1998; Newton, 1995; Akimoto et al., 1994). La PKC µ es una PKC de alto peso molecular que posee 
ciertas características diferenciales del resto, como por ejemplo un hipotético dominio 
transmembrana, que hace difícil encuadrarla en cualquiera de las categorías anteriores (Liu y 
Heckman, 1998; Newton, 1995; Johannes et al., 1994; Rozengurt et al., 1995). 
 En el ratón se ha descrito una proteína quinasa D (PKD) que presenta un alto grado de 
identidad con la PKC μ pudiendo ser considerada la misma isoforma (Liu y Heckman, 1998; Newton, 
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Figura 1.4. A. Estructura de las proteína quinasas C. (Adaptado de Newton, 1995). 
B. La familia de la proteína quinasa C. Composición del dominio de isoenzimas de proteína quinasa C 
convencionales (dependientes de diacilglicerol y calcio), nuevas (dependientes de diacilglicerol e independientes de 
calcio) y atípicas (independientes de diacilglicerol y calcio). La dependencia de diacilglicerol y calcio es conferida por 
la presencia de los dominios funcionales C1 (naranja) y C2 (amarillo), respectivamente, en el extremo regulador 
amino-terminal. Los dominios C2 nuevas y C1 atípicas están definidos por una sola homología, y no unen calcio o 
diacilglicerol. Todas las isoenzimas de la proteína quinasa C contienen un pseudosustrato inhibidor (verde) el cual 
se une en la cavidad de unión del sustrato en el extremo carboxi-terminal del núcleo quinasa (azul). Adaptado de 











1.2.2. Estructura de las PKCs 
 Todas las PKC, tienen en común la presencia en su estructura de dos regiones muy 
diferenciadas: un dominio catalítico, en el extremo C-terminal con actividad quinasa, y un dominio 
regulador N-terminal (Figura 1.4.A). Ambas regiones presentan segmentos altamente conservados 
(segmentos C) y regiones variables (segmentos V). La región variable V3 situada entre los dos 
dominios descritos se denomina región bisagra y parece ser la zona de la cadena responsable del 
cambio conformacional que acontece tras la activación (Newton, 1995; Kishimoto et al., 1989). La 
ruptura en la región V3 tiene como resultado la liberación de un dominio catalítico constitutivamente 
activo, sugiriendo esto que la mayoría o posiblemente todas las interacciones intra-moleculares 
inhibitorias ocurren entre el dominio regulador y el dominio catalítico. En PKC δ, la ruptura 
proteolítica de esta región es regulada principalmente por fosforilación (Steinberg, 2004). Aunque la 
región V3 es más conocida por estos sitios proteolíticos, se ha reconocido su importancia en las 
interacciones proteína-proteína. La región V3 está implicada en la presentación de PKC α y ε en 
contactos célula-célula (Quittau-Prevostel et al., 2004), en la unión de PKC α a la β1-integrina 
(Parsons et al., 2002) y potencialmente en la presentación de PKC ε para la destrucción ubiquitina-
dependiente (Rechsteiner y Rogers, 1996). Esta región es sensible a rotura proteolítica por tripsina 
o por proteasas neutras dependientes de calcio, calpaina I y II, originándose una quinasa 
constitutivamente activa (Schaap y Parker, 1990). 
 El dominio catalítico se extiende desde la región C3 hasta la V5 y es muy similar a 
dominios catalíticos de otras serina/treonina quinasas. 
 Este dominio contiene secuencias consenso para la unión de ATP (región C3), la región de 
transferencia del fosfato y el sitio de unión del sustrato (región C4) (Hanks et al., 1988; Azzi et al., 
1992; Hug  y Sarre, 1993; Newton, 1995; Ron y Kazanietz, 1999) (Figura 1.4.A). El grado de 
homología en la secuencia de aminoácidos de la región quinasa para todas las PKCs es de al 
menos el 50%, con la excepción de la PKC μ con un grado de homología menor (Newton, 1995; 
Parker y Dekker, 1997; Valverde et al., 1994). 
 El dominio regulador contiene varias regiones que permiten la interacción de la proteína 
con lípidos y los cofactores necesarios para su activación (Nishizuka, 1992; Burns y Bell, 1991; 
Kheifets y Mochly-Rosen, 2007). La región V1 contiene una secuencia considerada como un 
pseudosustrato que es muy similar a secuencias de fosforilación para PKCs, excepto porque el 
residuo diana de serina/treonina está sustituido por un aminoácido no fosforilable, generalmente 




1.2.2.1. Dominio C1 
 En la región C1 (segmento C1, Figura 1.5) de las cPKCs y nPKCs se encuentran dos 
dominios ricos en cisteína implicados en la unión de DAG, el activador fisiológico de las PKCs, y los 
ésteres de forbol, como el TPA o el forbol dibutirato (PDBu) (Liu y Heckman, 1998; Newton, 1995). 













Los dominios C1 son pequeñas unidades estructurales de aproximadamente 50 
aminoácidos. El dominio C1 en las familias de PKC clásicas y nuevas, consiste en dos tándem 
repetidos C1A y C1B de dedos de zinc ricos en cisteína (Li y Gobe, 2006); el correcto plegamiento y 
la función de la PKC dependen de estos iones de zinc (Fukuda et al., 1999), lo que proporciona una 
estequiometría de cuatro átomos de Zn2+ por molécula de PKC (Quest et al., 1992; Ono et al., 1989; 
Ahmed et al., 1991; Burns y Bell, 1991). Originalmente fueron descubiertos como módulos de unión 
a lípidos en la PKC (Colón-González y Kazanietz, 2006).  
Cada dominio C1 tiene un patrón conservado de residuos de Cys e His, que forman el sitio 
de coordinación para los dos iones de zinc (HisX12CysX2CysX13/14CysX2CysX4HisX2CysX7Cys, donde la X es 
cualquier otro aminoacido) y forman el sitio de unión del ligando simple para el diacilglicerol o los ésteres 
de forbol (Ono et al., 1989; Ahmed et al., 1991; Burns y Bell, 1991). Los dos metales propuestos 
previamente, basándose en la secuencia primaria y en estudios bioquímicos (Ono et al., 1989; 
Ahmed et al., 1991; Hubbard et al., 1991; Quest et al., 1992), fueron localizados en una terminación 
Figura 1.5. Esquema de la estructura molecular de PKC. C1-C4: dominios conservados; V1-V5: dominios 





















de la lámina que une Zn2+ en una geometría tetraedrica (Figura 1.6.A). Los residuos implicados en 
la coordinación del zinc fueron la Cys14, Cys17, His39 y Cys42 para el sitio I; e His1, Cys31, Cys34 
y Cys50 para el sitio II. Los dos residuos de His fueron localizados en cavidades hidrofóbicas 
formadas por residuos Leu 21, Tyr 22 y Val 43 para el sitio I, y Phe 3, Met 36 y Val 46 para el sitio II 
(Hommel et al., 1994).  
También se ha visto que los ésteres de forbol se unen entre los residuos Met 9-Thr 12 y Leu 
21-Leu 24, que comprende a la mayoría de las láminas β2 y β3 (Figura 1.6.B) (Corbalán-García y 
Gómez-Fernández, 2006).     
La familia de aPKCs pierde una de las dos regiones de dedos de zinc ricas en cisteína de 
forma que no pueden unir ésteres de forbol. Los sitios de unión putativos de los activadores lipídicos 
no han sido identificados definitivamente (Becker y Hannun, 2005; Musashi et al., 2000; Dempsey et 
al., 2000; Nishizuka, 1995). Aunque ambos C1 repetidos se orientan para interaccionar 
potencialmente con la membrana y pueden unir DAG y éster de forbol, generalmente, sólo uno de 
estos subdominios C1 se une al DAG (Giorgione et al., 2003). Estos subdominios difieren entre las 
isoenzimas en su afinidad de unión por el DAG y los ésteres de forbol. Por ejemplo, PKC α y δ unen 
DAG con una mayor afinidad en el subdominio C1A y ésteres de forbol en el subdominio C1B 
(Stahelin et al., 2004), mientras que PKC γ une DAG y ésteres de forbol por igual en ambos 
subdominios. Además, el dominio de PKC γ permite una mayor sensibilidad de la PKC γ ante 














De forma semejante, en la familia de PKCs nuevas, los dominios C1 repetidos en PKC ε son 
mucho menos restringidos conformacionalmente en comparación con el dominio C1 de PKC  δ, 
permitiendo así una mayor sensibilidad a DAG para PKC є (Stahelin et al., 2005). De esta manera, 
isoenzimas de PKC de la misma familia pueden ser activadas de manera preferencial basándose en 
la amplitud de la señal generada sobre la activación celular. Sin embargo, no todos los ligandos del 
dominio C1 están activados: resveratrol, una fitoalexina polifenólica encontrada en el vino tinto, y un 
compuesto anti-tumoral, el AD 198 compiten con los ésteres de forbol por el sitio de unión en C1B, 
pero, aunque estos causan la asociación de PKC a las membranas, no provocan la activación de la 
enzima (Roaten et al., 2002). Además de la unión de DAG, el dominio C1 también se ha visto 
implicado en concentraciones de PKC en diversos sitios subcelulares, así como en interacciones de 
lípidos y proteínas. PKC  α puede ser activada por alcoholes y anestésicos, los cuales se unen en 
regiones espacialmente distintas en el dominio C1 para el DAG (Slater et al., 2004). Se ha 
 
Figura 1.6. Estructura global de los dominios C1B de PKC γ y PKC δ. (A) Estructura global del dominio C1B de PKC γ. Los 
atomos de Zinc se representan por grandes bolas púrpuras y los residuos implicados en la coordinación de estos dos iones de 
Zinc están representados por modelos de sticks con los carbonos en gris, nitrogeno en azul y sulfuro en amarillo.  
(B) Estructura global del dominio C1B de PKC δ con el complejo de forbol 13-acetato. El éster de forbol se representa por un 
modelo de sticks con los carbonos en amarillo y oxígenos en rojo. Las cadenas laterales de los aminoácidos implicados en la 
unión de ésteres de forbol se muestran con sticks con los carbonos en gris, nitrógeno en azul y oxígeno en rojo. El número de 
residuos, comienza con His1, independiente de la posición que ésta ocupe en la enzima completa. D15 y M36 no están 
implicados en el sitio de unión del éster de forbol, sin embargo se representan en el modelo para facilitar la discusión. (Original 
tomado de Corbalán-García y Gómez-Fernández, 2006).     
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determinado que el dominio C1B puede ser importante para la unión subcelular de PKC al Golgi 
(Schultz et al., 2003), posiblemente por la unión del ácido araquidónico (Kashiwagi et al., 2002).  
Además, la zona superior del dominio C1 está compuesto casi por completo de residuos 
hidrofóbicos, mientras que la zona intermedia está compuesta de cadenas laterales cargadas 
positivamente (Figura 1.7.A). En ausencia de los ésteres de forbol la cavidad hidrofílica contiene 
moléculas de agua. Cuando los ésteres de forbol están presentes, estos se insertan en la cavidad, 
desplazan las moléculas de agua y forman interacciones de hidrógeno con los oxígenos de las 
cisteínas, de esta forma el activador forma una tapa hidrófoba sobre los grupos polares de las 




Por otro lado, el dominio C1 de PKC ε contiene un único motivo entre las dos repeticiones 
ricas en cisteínas, que debido a la activación de PKC ε une la actina específicamente en los sitios 
de adhesión de la célula (Prekeris et al., 1996). Este motivo no está disponible para interacciones 
proteína–proteína cuando PKC ε esta inactiva, indicando que esos cambios conformacionales 
ocurren dentro del dominio C1 después de la activación de la PKC. Se observó que la misma región 
también era crucial para la inducción neural (Ling et al., 2005) y el transbordo de PKCs atípicas del 
Figura 1.7. Dibujo de la superficie molecular del dominio C1B de PKC δ en ausencia (A) o presencia (B) del éster de 
forbol. Las regiones cargadas positiva y negativamente se muestran en azul y rojo, respectivamente, mientras que la 
superficie hidrofóbica se representa en gris (Tognon et al., 1998). El área ocupada por el éster de forbol ha sido 
marcada con una línea de puntos para facilitar la interpretación de la figura. (Original tomado de Corbalán-García y 




citoplasma al núcleo, las cuales contienen dos secuencias, una secuencia de localización nuclear 
(NLS) y otra secuencia de exportación nuclear (NES) en el N-terminal y en la parte C-terminal de la 
región C1 (Perander et al., 2001). Todos estos datos indican la importancia del dominio C1 no sólo 
uniendo y respondiendo a la generación del segundo mensajero, sino también en uniones 
subcelulares de isoenzimas específicas de PKC y en las respuestas de activación.  
Además, también se han descrito muchas interacciones proteína-proteína entre la PKC y 
otras proteínas. Estas incluyen interacciones con adaptadores de proteínas, sustratos y los 
elementos del citoesqueleto. La regulación de las interacciones entre PKC, pequeñas moléculas y 
otras proteínas es esencial para que ocurra la transducción de la señal. Por otro lado, se han 
identificado en PKC varias interacciones auto-inhibidoras (Kheifets y Mochly-Rosen, 2007).  
A pesar de que la PKC μ presenta un dominio catalítico equivalente y dos regiones de 
cisteína en su dominio regulador, esta isoforma posee características estructurales muy diferentes 
del resto de PKCs. Entre las características diferenciales más destacables se encuentran: el espacio 
inusualmente largo entre los dominios de cisteína (74 aa) y su escasa capacidad para unir ésteres 
de forbol, la presencia de un dominio PH y un hipotético dominio transmembrana en su estructura y, 
finalmente, la pérdida de la región que actúa como pseudosustrato, lo que podría explicar la 
actividad quinasa constitutiva que aparentemente presenta en estudios realizados “in vitro”. Esta 
isoforma es dependiente de fosfolípidos e independiente de calcio (Johannes et al., 1994; Johannes 
et al., 1995).  
 
1.2.2.2. Dominio C2 
 
Este dominio (segmento C2, Figura 1.4) está presente sólo en las cPKCs y parece ser 
responsable de la unión con el calcio, un ion necesario para la activación de estas isoformas. Una 
región similar a C2 ha sido identificada en las nPKCs, pero perdiendo aminoácidos que se supone 
son esenciales para la unión de cationes divalentes. Esta secuencia (segmento C2, Figura 1.4) está 
presente en el segmento amino terminal de la extensa región V1 de las nPKCs (Newton, 1995; 
Sossin  y Schwartz, 1993). Otros autores indican que además de la región C2, los dominios ricos en 
cisteína también son importantes para la interacción con lípidos dependiente de cationes (Luo y 
Weinstein, 1993; Luo et al., 1993). Las aPKCs difieren del resto en que contienen un único dominio 




La unión de dos o tres iones de calcio en el dominio C2 de PKCs clásicas induce cambios 
electrostáticos y conformacionales, además de permitir la unión de fosfatidilserina y la inclusión del 
dominio en la membrana (Medkova y Cho, 1998). Las isoenzimas clásicas de PKC difieren en las 
afinidades de unión del calcio, cooperatividad y estequiometria de unión. Por lo tanto, de manera 
semejante a las diferencias observadas en las respuestas a DAG por los dominios C1 de cada 
isoenzima de PKC, los dominios C2 de isoenzimas de PKC clásicas son regulados diferencialmente 
por la cantidad de calcio celular liberado en respuesta a un estímulo de la célula (Kohout et al., 
2002). Los dominios C2 de las isoenzimas de PKC nuevas presentan una identidad de la secuencia 
con los dominios C2 clásicos muy baja (~ 15%) y no tienen un sitio de unión al calcio (Sossin y 
Schwartz, 1993), haciendo el dominio C2 de isoenzimas de PKC nuevas insensible al calcio. No 
obstante, ambas isoenzimas clásicas y nuevas tienen el mismo pliegue proteico que consiste en un 
motivo en guarda griega sencillo y compacto, organizado como un sándwich-β formado por ocho 
hebras anti-paralelas (Pappa et al., 1998). El dominio C2 de isoenzimas de PKC nuevas es regulado 
por fosforilación, lo que aumenta la afinidad del dominio por las membranas, posiblemente, para 
sustituir el requerimiento de calcio (Pepio y Sossin, 2001). El dominio C2 se une a la membrana con 
su β-hoja paralela a la superficie de la membrana (Kohout et al., 2003), y en el caso de la PKC α 
situa el grupo rico en lisina para unir fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PtdIns4,5P2) (Corbalán-García et 
al., 2003). El ácido retinoico se une a ambos sitios de unión de lípidos del dominio C2: al sitio de 
unión mediado por el calcio, así como al grupo rico en lisina (Ochoa et al., 2003), por lo tanto, el 
dominio C2 de PKC α es regulado por lo menos por dos clases de moléculas de señalización 
celular, el calcio y los lípidos (Corbalán-García y Gómez-Fernández, 2006).  
La producción diferencial de estas moléculas de señalización probablemente regule la 










Figura 1.8. Región de la unión de Ca2+ y fosfatidilserina al dominio C2 de la PKC  α. 
(A) Esquema de coordinación de los iones de calcio en la estructura determinada para la PKC  α en complejo con 
el Ca2+ y el 1,2-sn-dicaproil-fosfatidilserina (DCPS). Las líneas de puntos representan la coordinación 
establecida entre diferentes grupos carboxilatos y oxígenos, con Ca1, Ca2 y Ca3. La parte superior de la 
molécula está de cara al lector. 
(B) Vista lateral del modelo en superficie de la región de unión del calcio, los residuos de Asp implicados en la 
coordinación de Ca2+ se han representado como modelos de finos sticks con los carbonos en gris, y oxígenos 
en rojo. Los iones de Calcio se representan como bolas amarillas. Los residuos del dominio C2 directamente 
implicados en la unión de fosfatidilserina se han representado como modelos de finos sticks y los carbonos han 
sido representados en gris, nitrógeno en azul y oxígeno en rojo. Adicionalmente, DCPS es representado como 
un modelo de stick y los carbonos han sido coloreados en amarillo. Se aprecia como los residuos de 
coordinación del Ca2+ ocupan el fondo de la hendidura formada por CBR1, 2 y 3. La molécula de  DCPS es 
localizada en la parte superior de esta área contribuyendo a coordinar el Ca1 a través de este grupo fosfato y 
actúan como tapón de agarre para los residuos del dominio C2 que directamente interactúan con este (N189, 
R216, R249 y T251). Esta estructura explica la cooperación observada experimentalmente entre el Ca2+ y la 
fosfatidilserina unidos al dominio C2 activando las PKCs convencionales. (Original tomado de Corbalán-García 
y Gómez-Fernández, 2006).     




  La unión de varios iones de Ca2+ al dominio C2 es posible debido al agrupamiento de cinco 
residuos de Asp altamente conservados de las regiones de unión de calcio CBR1 y CBR3 (Sutton et 
al., 1995; Shao et al., 1996; Verdaguer et al., 1999; Sutton et al., 1995; Verdaguer et al., 1999). Tres 
de los residuos de Asp (187, 246 y 248 en la PKC α) están coordinados simultáneamente con iones 
de calcio en los sitios Ca1 y Ca2 (Fig 1.8.A). El residuo de Asp 246 situado en el eje pseudo-axial en 
PKC α aporta un oxígeno del carboxilato a cada Ca2+, mientras que otros dos residuos de Asp (187 
y 248) en PKC α están relacionados con el otro Ca2+ por un eje pseudo-dyad y muestran 
interacciones bidentadas con el Ca2+ en los sitios Ca1 y Ca2, respectivamente (Fig 1.8.A). Cada uno 
de estos dos residuos de Asp participa en otra unión coordinada con Ca1 (Asp 248) y con Ca2 (Asp 
187). Los dos residuos restantes de Asp conservados contribuyen con un oxígeno ligando la 
coordinación del Ca2+ en los sitios Ca1 (Asp 193) y Ca2 (Asp 254). Los átomos de oxígeno de la 
cadena principal de los dos residuos (Met 186 y Trp 247 en la PKC α) participan en la coordinación 
de Ca2+ en los sitios Ca2 y Ca1 respectivamente. Para el Ca2+ del sitio Ca3, los ligandos de la 
proteína también incluyen átomos de oxígeno de una cadena lateral y una cadena principal de los 
dos residuos CBR3: Thr 251 y Arg 252 (PKC α) (Fig 1.8.A) (Sutton y Sprang, 1998; Ochoa et al., 
2002; Verdaguer et al., 1999).  
 Se han sugerido varios modelos que explican la interacción del dominio C2 de las cPKCs 
con las membranas, incluyendo aquellos que consideran que el lugar de unión de lípidos no está 
próximo a la región de unión del Ca2+.  
 Una pieza importante para solucionar este puzzle se obtuvo cuando fue determinada la 
estructura 3-D de los dominios C2 de PKC α en presencia de Ca2+ y de una molécula de 1,2-
dicaproyl-sn-fosfatidil-L-serina (Verdaguer et al., 1999). Se ha encontrado que uno de los átomos de 
oxígeno del grupo fosforilo se coordina directamente con el Ca1, mientras que el grupo seril 
interactua específicamente con la cadena principal y la cadena lateral de átomos de nitrógeno de 
Asn 189. Adicionalmente, tres residuos más (Arg 216, Arg 249 y Thr 251) establecen uniones 
directas de hidrógeno e interacciones hifrofóbicas con los oxígenos sn-carbonil y las cadenas 
acílicas de los fosfolípidos, respectivamente (Fig 1.8.B). Estas afirmaciones sugieren un nuevo 
modelo para la interacción del dominio C2 con el Ca2+ y la fosfatidilserina, en el cual Ca1 es el 
puente entre la proteína y las moléculas de fosfolípidos; de forma similar a los modos de unión de la 
fosfolipasa A2 y la anexina V (Huber et al., 1990; Swairjo et al., 1995). Consecuentemente, 
interacciones directas de los lípidos con otros residuos del dominio C2 pueden bloquear el puente 
de Ca2+ entre el lípido y la proteína (Fig 1.8.B), incrementando la aparente afinidad de C2 hacia el 




 Estudios de mutagénesis en el sitio de unión del Ca2+ demuestran que los iones individuales 
de Ca2+ y sus ligandos juegan diferentes papeles en la unión a la membrana y en la activación de la 
PKC α. El modelo sugiere que Ca1 está envuelto en el anclaje inicial a la membrana, donde Ca2 y 
Ca3 están implicados en cambios conformacionales (Medkova y Cho, 1998; Edwards y Newton, 
1997; Corbalán-García et al., 1999; García-García et al., 1999; Conesa-Zamora et al., 2000; 
Bolsover et al., 2003). Adicionalmente, se ha visto que Asn 189 es el sitio de reconocimiento 
específico para la fosfatidilserina jugando un importante papel en la activación de la enzima. 
Resultados similares fueron observados cuando la Arg 216 fue mutada a Ala, lo cual sugiere que 
estos residuos son importantes para estabilizar el complejo membrana-proteína en la superficie de 
la membrana (Bolsover et al., 2003; Conesa-Zamora et al., 2001). Sin embargo, Arg 249 y Thr 251 
juegan un papel más crucial en el proceso de anclaje y consecuentemente, en la activación de la 
enzima (Bolsover et al., 2003; Conesa-Zamora et al., 2001). 
 Incluso aunque los tres dominios C2 de cPKCs son identicos en un 64%, se han encontrado 
diferencias en la afinidad del Ca2+, estequiometria y cooperatividad (Ochoa et al., 2002; Sutton y 
Sprang, 1998; Nalefski y Newton, 2001; Kohout et al., 2002). Estudios FRET, ITC y DSC han 
demostrado que las tres isoenzimas pueden unir 2 o 3 iones de Ca2+, aunque PKC γ exhibe una 
mayor afinidad por el Ca2+ que la PKC α, y esta segunda mayor que la PKC β. Esto sugiere que un 
incremento en la concentración de Ca2+ puede permitir a la PKC γ responder más eficientemente 
que la PKC α y β en el mismo orden de afinidad (Ochoa et al., 2002; Sutton y Sprang, 1998; Kohout 
et al., 2002; Torrecillas et al., 2004). 
 Las diferencias observadas entre los tres dominios C2 pueden estar relacionadas con su 
especialización fisiológica en diferentes compartimentos celulares (Medkova y Cho, 1999; Ochoa et 
al., 2002; Corbalán-García et al., 1999; García-García et al., 1999; Nalefski y Newton, 2001; Kohout 
et al., 2002; Johnson et al., 2000; Nalefski y Newton, 2001; Torrecillas et al., 2003; Torrecillas et al., 
2004). 
 La combinación de estos estudios bioquímicos sugiere un modelo secuencial para la unión 
de las cPKCs a las membranas y su activación. En el primer paso, un incremento en el Ca2+ 
intracelular resulta en la unión de Ca1 y Ca2 cuando la proteína todavía esta en el citosol, 
permitiendo la unión de la enzima a la membrana a través del dominio C2. Ca1 es responsable de la 
unión de las proteínas con moléculas fosfolipídicas, que son también reconocidas con la ayuda de 
Asn 189 y Arg 216. Ca2 es responsable, de estar en armonia con Ca1, en la localización apropiada 
y de inducir un cambio conformacional en la PKC, que parcialmente penetra y se acopla con el 
fosfolípido bilateral por medio de CBR3 (Arg 249 y Thr 251). Un reclutamiento de la membrana, 
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puede unir un tercer Ca2+, estabilizando el complejo membrana-dominio C2. Esto posibilita que la 
PKC resida en las membranas durante un largo periodo de tiempo, permitiendo al dominio C1 
encontrar el diacilglicerol generado tras la estimulación del receptor, y finalmente, permite la 
completa activación de la enzima (Oancea y Meyer, 1998; Medkova y Cho, 1998; Corbalán-García 
et al., 1999; Conesa-Zamora et al., 2000; Bolsover et al., 2003; Conesa-Zamora et al., 2001; 
Nalefski y Newton, 2001; Feng et al., 2000).   
La unión a la membrana es sólo una parte de la función del dominio C2, y da idea de la 
importancia de este dominio en la interacción intra-molecular, la cual ha sido bien documentada 
(Kirwan et al., 2003). El dominio C2 afecta a la afinidad de los activadores del dominio C1 (Pepio y 
Sossin, 1998), y la eliminación de este dominio aumenta la sensibilidad de PKC a DAG/ésteres de 
forbol (Quest y Bell, 1994). La activación del dominio C2 a través de la unión de calcio puede mediar 
la asociación del dominio C1 con lípidos, tales como el ácido araquidónico (López-Nicolás et al., 
2006) y el modelado molecular sugiere que el dominio C1 puede proporcionar los grupos carboxilato 
o carbonilo de aminoácidos específicos para la unión del calcio al dominio C2 (Sutton y Sprang, 
1998). Las interacciones de los dominios C1 y C2 también proporcionan medios para la 
dimerización de la PKC, una interacción que puede llevar a la regulación cruzada de isoenzimas 
(Slater et al., 2002). Todos estos datos sugieren que el dominio C2 interviene en la interacción intra-
molecular inhibitoria con el dominio C1 que rompe el incremento de calcio intracelular, llevando a un 
cambio de conformación dentro del dominio C2 y la subsiguiente unión del DAG al dominio C1, 
dando lugar a la activación adicional de la enzima (Kheifets y Mochly-Rosen, 2007). 
 Se ha demostrado a través de varios estudios realizados en el laboratorio de Mochly-Rosen 
y colaboradores que el dominio C2 juega un papel crítico en el anclaje de isoenzimas de PKC 
individuales a diversos sitios subcelulares. El primer estudio realizado en 1992 sugiere que el 
dominio C2 juega un papel en el anclaje de proteínas por medio de otras proteínas, en el que el 
dominio C2 está presente en el aka p65. p65 contiene principalmente dos dominios C2 repetidos y 
las proteínas se encuentran localizadas en vesículas sinápticas, un sitio donde la PKC no está 
presente. Por lo tanto se piensa que además de la sensibilidad al calcio y de unir activamente PS, el 
dominio C2 también debe controlar o intervenir en las interacciones proteína-proteína. 
Paralelamente se ha demostrado que las uniones del dominio C2 a un receptor para la quinasa C 
activada (RACK) específico de PKC β poseen una afinidad cerca de 100 veces más baja que para la 
PKC β (Mochly-Rosen et al., 1992) y que péptidos derivados de la secuencia que son muy 
homólogos entre los dominios C2 en p65 y en PKC son aquellos que contienen las secuencias de 




inhiben selectivamente la translocación y la función de PKC β (Ron y Mochly-Rosen, 1995). 
Estudios posteriores que utilizaban los dominios C2 de PKC δ y ε demostraron que el dominio C2 
actuaba como un inhibidor selectivo de la translocación y de la función de las correspondientes 
isoenzimas. Utilizando este fragmento (aminoácidos 2–142) derivado de PKC δ y PKC ε se ha 
demostrado que las dos isoenzimas tienen papeles opuestos en la regulación de la tasa de 
contracción de células de músculo cardiaco en cultivo (Johnson et al., 1996). Los subsiguientes 
estudios han permitido identificar péptidos cortos que corresponden a los sitios de unión de RACK 
en los dominios C2; péptidos que correspondiendo a estas secuencias actuaron como inhibidores 
selectivos de las respectivas isoenzimas. Cada dominio C2 de las PKCs contiene también una 
secuencia corta que es homóloga a una secuencia en su correspondiente RACK. La participación 
de secuencias de RACK en interacciones intra-moleculares auto-inhibitorias se demostró utilizando 
tres enfoques. Primero, utilizando PKC ε como ejemplo, se demostró que la mutación de un solo 
aminoácido en el sitio de RACK alteraba la cinética de la activación de la enzima en las células 
(Schechtman et al., 2004). El segundo, un péptido diseñado para esta región activaba la isoenzima 
de PKC de la cual fue derivado, permitiendo así, la modulación específica de la actividad de la 
isoenzima (Ron y Mochly-Rosen, 1995). Finalmente, una sola sustitución de un aminoácido en la 
posición cargada de alanina hacía el ψ-RACK inactivo y una sustitución de la carga encontrada en 
RACK-ε confería mayor afinidad por el péptido para la PKC ε y así ese péptido actuaba como un 
inhibidor competitivo de PKC ε con su RACK (Liron et al., 2007). Por lo tanto, el sitio de ψ-RACK 
toma parte en una interacción auto-inhibitoria, semejante al del sitio del pseudosustrato, y la 
activación de la enzima depende de la interrupción de esta interacción intra-molecular.  
Juntas, las interacciones inter- e intra-moleculares del dominio C2 juegan un papel crítico en 
la activación de la PKC, su translocación, su unión a proteínas sustrato y en su anclaje. Es 
importante destacar que la inhibición de ambas interacciones (proteína-proteína) intra- e inter-
moleculares de las proteínas a través del dominio C2 ha resultado ser una táctica exitosa en la 
regulación de isoenzimas individuales (Souroujon y Mochly-Rosen, 1998).  
 
1.2.2.3. Interacción entre los dominios C1 y C2 
Varios estudios sobre las isoenzimas de PKC sugieren un modelo secuencial de dominios 
C2–C1 para la activación de la PKC (Pascale et al., 2005). Johnson y colaboradores (2000) 
encontraron que tanto los dominios C1 como C2 de PKC βII poseen elementos para la unión a la 
membrana (Mochly-Rosen et al., 1995). El laboratorio de Bittova (2001) encontró que el dominio C2 
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de PKC α interactúa con lípidos aniónicos en una manera calcio-dependiente y el dominio C1 
confiere selectividad para la PS y la unión de ésteres de forbol / DAG (Bittova et al., 2001). Este 
modelo secuencial propone que el dominio C2 está implicado en la unión inicial del calcio y en la 
unión electrostática a la membrana dependiente de PS, que es seguida del compromiso de unión 
del dominio C1 sobre el DAG de la membrana y la penetración en la membrana. Un estudio reveló 
que la Arg 41 en el dominio C1A de la PKC α está implicada en la interacción con los fosfolipidos 
aniónicos antes de la penetración en la membrana. La mutación en Asn 19, otro residuo catiónico en 
el dominio C1A, confiere una alta afinidad por las vesículas de fosfolípidos y aumenta la penetración 
en la membrana en ausencia de las condiciones de activación, sugiriendo que este residuo está 
implicado en el mantenimiento de la proteína en una conformación inactiva (Bittova et al., 2001). 
López-Nicolás et al. (2006) mostró recientemente que la activación de  PKC α por el ácido 
araquidonico también sigue el modelo secuencial de dominios C2-C1 y que el dominio C1A está 
implicado en la localización en la membrana. Johnson y colaboradores (2000) mostraron que el 
dominio C1B de la PKC δ muestra una afinidad más alta por la membrana que el dominio C1B de 
PKC βII, y que el dominio C2 de PKC δ no esta implicado en interacciones de membrana ni en la 
translocación/activación de la enzima en las células. En este modelo la afinidad más alta del 
dominio C1B de la PKC δ por las membranas compensa la falta de contribución del dominio C2 en 
la interacción de la membrana (Mobarak et al., 2000). La utilización de diferentes dominios por cada 
miembro de la familia de PKC para su asociación a la membrana aún está por ser determinada. No 
obstante, está claro basándose en el conocimiento actual, que el modelo propuesto para la 
activación de la cPKC lo distingue de moléculas en las que la relocalización es controlada por un 
solo dominio diana. La participación de diferentes dominios muy probablemente tiene implicaciones 
significativas en la dinámica temporal de translocación de isoenzimas de PKC en respuesta a la 
activación del receptor y al impacto de respuestas divergentes provocadas por el DAG (Amadio et 
al., 2006). 
La primera interacción descrita en las PKCs fue la de la región pseudosustrato. Este se 
localiza en el N-terminal del dominio C1 de las cPKCs y contiene una secuencia consenso con la 
secuencia de unión del sustrato por las quinasas, pero en el sitio de fosforilación, en lugar de una 
Ser/Thr tiene una Ala (House y Kemp, 1990). Este sitio pseudosustrato mantiene las enzimas en 
una conformación inactiva por bloqueo estérico del sitio activo localizado en la región catalitica 
(Fig1.4) (House y Kemp, 1987; Makowske y Rosen, 1989; Orr et al., 1992).  
 La activación de las isoenzimas de cPKC por asociación con las membranas depende en 




y/o unión de ésteres de forbol/DAG en el dominio C1. En el último paso del proceso de activación, el 
pseudosustrato tiene que moverse del sitio activo para permitir la unión del sustrato (House y Kemp, 
1987; Makowske y Rosen, 1989; Orr et al., 1992). Varios estudios han puntualizado la interacción de 
unión de esta región polibásica con vesículas lipídicas anionicas (Mosior y McLaughlin, 1991; 
McLaughlin et al., 2002), lo que lleva a la hipótesis de que el sitio puede unirse a la membrana 
plasmática mientras que la proteína está activa (Oancea y Meyer, 1998; Corbalán-García y Gómez-
Fernández, 2006). Otros estudios, usando una proteolisis parcial como sensor de cambios 
conformacionales, sugieren que la unión de ambos dominios C2 y C1 es necesaria para proveer la 
energía que libere el pseudosustrato de la región catalítica (Johnson et al., 2000).  
 Más evidencias de interacciones intramoleculares en las PKCs han sido propuestas por el 
grupo de Mochly-Rosen´s basándose en el descubrimiento de la familia de proteínas de anclaje 
RACKs (Mochly-Rosen, 1995; Mochly-Rosen y Gordon, 1998). Este grupo demostró que los RACKs 
se unen a un sitio de la PKC, que solo está expuesto cuando la enzima ha sido activada por los 
cofactores diacilglicerol, fosfatidilserina y Ca2+. Tales uniones incrementan varias veces la actividad 
catalítica de PKC, esto sugirie que el complejo PKC-RACK puede ser la forma activa de la enzima 
“in vivo” (Mochly-Rosen et al., 1991; Ron y Mochly-Rosen, 1994).   
 Basándose en estudios de mutagénesis, se han detectado interacciones intramoleculares 
que ayudan a mantener las PKCs en una conformación inactiva. Aquí, la sustitución de un residuo 
específico induce incrementos en la actividad catalítica de la enzima y, al mismo tiempo, una 
reducción de la especifidad para fosfolípidos cargados negativamente. Uno de los primeros 
hallazgos descritos fue que el Asp 55 localizado en el dominio C1A de la PKC α, se propuso por 
estar implicado en la unión del subdominio C1A a otra parte de la enzima (probablemente el dominio 
C2), siendo la fosfatidilserina el ligando que específicamente facilitaba la interacción intramolecular 
(Bittova et al., 2001).  
 Varios trabajos han demostrado que el sitio de unión para el diacilglicerol en el dominio C1 
de varias isoenzimas de PKC es inaccesible cuando se encuentran en conformación inactiva 
(Bittova et al., 2001; Stahelin et al., 2004; Bolsover et al., 2003; Corbalán-García et al., 2003; 
Schechtman et al., 2004; Oancea y Meyer, 1998; 1996; Meyer y Oancea, 2000).  
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 Resultados de Rodríguez-Alfaro et al. (2004) soportan la hipótesis de que el dominio C2 
puede ser el área de interacción, quien sustituye Lys197, Lys199 y Lys211 (localizado en el cluster 
rico en lisina; figura 1.9) con Ala, con lo cual induce la activación constitutiva de la PKC α y reduce 
así sus necesidades de Ca2+ y fosfatidilserina o PtdIns(4,5)P2.  
 
 
Adicionalmente, el reciente modelo del corte computacional de la estructura del dominio 
C1A y de la estructura cristal del dominio C2 de la PKC α sugiere dos pares de posibles 
interacciones electrostáticas entre dominios: Asp 55 (C1A)-Arg 252 (C2) y Arg 42(C1A)-Glu 282 
(C2) (Stahelin et al., 2005). La mutación de estos residuos a Ala también incrementa la afinidad por 
la membrana, la penetración monocapa y la actividad catalitica de la enzima, sugiriendo que, 
aunque estos residuos están implicados en interacciones intramoleculares, ellos no son 
directamente responsables de la unión a la membrana (Stahelin et al., 2005).  
 Estos resultados han proporcionado evidencias que soportan la existencia de las 
interacciones entre los dominios C1 y C2 en algunas isoenzimas de PKC. Además, todavía está por 
Figura 1.9. Localización del cluster rico en Lys en el dominio C2 de PKC α. Estructura global del dominio C2 de PKC  
α representada como el esquema del dibujo por encima de la superficie molecular. Los residuos de lisina implicados 
en el cluster, el cual está localizado en las hojas β-3 y β-4, están representadas como modelos de sticks con los 
carbonos en gris y nitrógeno en azul. Las superficies acídicas se representan en rojo y las básicas en azul. Se puede 
ver como la región de unión del Ca2+ es un área rica en amino-ácidos cargados negativamente, en los que los 
clusters ricos en lisina forman una superficie básica. El recuadro muestra una amplificación de las hojas β-3 y β-4 de 
la PKC α con los residuos Lys formando el cluster representado por modelos de sticks. (Original tomado de 




determinar como se unen los fosfolípidos exactamente, y como el DAG y los RACKs son 
organizados para regular la localización y activación de estas enzimas (Corbalán-García y Gómez-
Fernández, 2006).  
 
1.2.2.4. El dominio catalítico y la región V5  
 El dominio C3, contiene el sitio de unión de ATP, y el dominio C4, es responsable de la 
unión del sustrato, formando el centro catalítico de la PKC (Hofmann, 1997). Estos dominios son 
sumamente homólogos entre muchas quinasas (Parker et al., 1986). 
 El extremo carboxi-terminal de todas las PKCs contiene los sitios de fosforilación, tales 
como el motivo cambio, y los motivos hidrofóbicos que son esenciales para el procesamiento, la 
localización, y para la actividad de la quinasa (Newton, 2003). La regulación de la auto-fosforilación 
de la región V5 implica la unión de la proteína quinasa dependiente de 3-fosfoinositol (PDK1), la 
cual protege la región de la defosforilación y de su degradación (Gao et al., 2001). La estructura de 
cristal del dominio catalítico muestra como los motivos de fosforilación forman una abrazadera intra-
molecular con el lóbulo N-terminal de la quinasa y ordenan la estructura del dominio y la activación 
del loop (Messerschmidt et al., 2005; Yang et al., 2002). De hecho, hay múltiples ejemplos de la 
participación del dominio V5 en interacciones importantes. Por ejemplo, la región V5 de PKC βII 
controla la translocación de PKC a las membranas nucleares por la unión al fosfatidilglicerol 
(Gokmen-Polar y Fields, 1998), y la región V5 de PKC (contiene un dominio de unión denominado 
PDZ, el cual interactúa con la proteína de interacción con la quinasa C (PICK)  para su apropiada 
localización (Staudinger et al., 1997).  
 De forma semejante, V5-βII contiene un sitio de unión al RACK, y la inhibición de esta 
interacción bloquea la señalización específica de PKC βII (Stebbins y Mochly-Rosen, 2001). El sitio 
de unión a RACK en V5 probablemente participa en interacciones intramoleculares inhibitorias con 
el sitio de ψ-RACK, localizado en la región C2, mientras que la PKC está en una conformación 
inactiva (Banci et al., 2002). Los estudios que comparan la velocidad de translocación del dominio 
regulador, del C2 aislado, y de la holo-enzima sugieren también que el dominio V5α interactúa 
directamente con el dominio C2α (Raghunath et al., 2003). Recientemente se ha demostrado que 
los dominios V5 y C2 de PKC ε se unían cada uno al otro “in vitro”. Es más, los datos demuestran 
que la afinidad del dominio V5ε por C2 es isoenzima-específico: la interacción entre dominios de la 
misma isoenzima es mayor que entre dos isoenzimas diferentes de la misma familia. Finalmente, 
además de participar en numerosas interacciones intramoleculares e inter-moleculares, la región V5 
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contiene una secuencia de localización nuclear (NLS), presente más claramente en PKC δ, pero en 
cierto modo está presente en todas las regiones V5 de isoenzimas de PKC (DeVries et al., 2002). 
Es probable que la eliminación de la interacción intra-molecular inhibitoria en el caso de la activación 
de la PKC libere la región V5 para participar en la localización de la PKC por interacciones proteína–
proteína. Todos estos datos indican que la región V5 es un buen objetivo para el diseño de 
moduladores isoenzima-específicos de la actividad de la PKC (Kheifets y Mochly-Rosen, 2007).  
 
 1.3. Distribución de la PKC 
 1.3.1. Distribución tisular de la PKC 
Se ha determinado mediante análisis por Northern o Western blot la distribución de las 
isoenzimas PKC (esta distribución aparece resumida en la Tabla 1.1) (Web et al., 2000; Hug y 
Sarre, 1993; Wetsel et al., 1992). Las PKC α, βI, βII, δ, ε y ζ parecen ser isoenzimas ubicuas que 
aparecen en la mayoría de los tejidos (Hug y Sarre, 1993; Wetsel et al., 1992; Schaap  y Parker, 
1990; Griner y Kazanietz, 2007), mientras que la expresión de otras PKCs es en gran parte 
específica del tipo de célula (Griner y Kazanietz, 2007). La presencia de la PKC γ se encuentra 
restringida al sistema nervioso central y médula espinal (Nishizuka, 1992; Wetsel et al., 1992), 
mientras que la PKC η se expresa mayoritariamente en la piel, corazón y pulmón y, en menor 
medida, en el bazo y el cerebro (Osada et al., 1990; Bacher et al., 1991). PKC γ, no se expresa en 
el corazón, pero se expresa extensamente en los tejidos del ojo (en la retina y el cristalino). Ambos 
tejidos contienen PKC γ y PKC ε, las cuales están implicadas en papeles protectores contra el golpe 
y la isquemia neural (Chou y Messing, 2005). PKC γ también se expresa a niveles relativamente 
altos en el cerebelo (Sanchez-Perez y Felipo, 2005). PKC ε se expresa ampliamente en tejidos 
neurales, en la retina, y en el cristalino y ha sido implicada en muchas rutas de señalización en 
estos tejidos (Wang et al., 2004). La PKC θ está presente fundamentalmente en el músculo 
esquelético y células hematopoyéticas y, en menor proporción, en el pulmón, el bazo, la piel y el 
cerebro (Baier et al., 1993; Osada et al., 1992).  
La PKC λ/ι se ha encontrado en numerosos tejidos, y es muy abundante en una línea 
celular embrionaria de carcinoma de ratón (Akimoto et al., 1994). Por último, la PKC μ también se ha 
encontrado en numerosos tejidos pero se expresa en mayor medida en timo y pulmón (Rennecke et 







 En varios trabajos se ha relacionado la variación de los niveles de las PKCs en los 
diferentes tejidos con diferencias en su expresión; sin embargo, este hecho no ha sido demostrado 
inequívocamente, teniendo en cuenta que no se ha buscado la causa de estas variaciones a nivel 
de transcripción génica (Liu y Heckman, 1998). 
 Los tejidos están constituidos por distintos tipos celulares, por tanto, es importante 
determinar qué isoenzimas están presentes en cada uno de ellos. De igual forma, es interesante 
establecer el perfil de las isoformas en los cultivos celulares, puesto que pueden existir diferencias 
Célula/Tejido PKC α PKC βI PKC βII PKC γ PKC δ PKC ε PKC η PKC ξ PKC θ PKC λ/ι PKC μ 
Riñón + + + - + + + + - + + 
SNC + + + + + + + + + + ? 
Corazón + + + - + + + + + + ? 
Intestino delgado ? ? ? - + ? ? ? ? + ? 
Higado + + + - + + ? + + + ? 
Músculo liso aéreo + + + - + + + + + + + 
Pulmón + + + - + + + + + + + 
Neutrofilo + + + - + ? ? + ? ? ? 
Monocitos + + + - + + + + - - + 
Macrofagos + + + - + + + + - - + 
Eosinofilos + + + - + + - - - + + 
Plaquetas + + + - + + ? + + ? ? 
Linfocitos-T + + + - + + + + ? ? ? 
Linfocitos-B + + + - + + + + ? ? ? 
Músculo liso vascular + + + - + + + ? ? + ? 
Retina + + + - + + ? + ? ? ? 
Bazo + + + - + + + ? ? + ? 
Testículos + + + - + + ? + ? + ? 
Ovario + + + - + + ? + ? + ? 
Páncreas + + + - ? + ? ? ? + ? 
Timo + + + - ? - ? ? ? ? ? 
Tabla 1.1.  Distribución de las isoformas de proteína quinasa C (PKC) en células y tejidos seleccionados de 
mamíferos. (Original tomado del estudio de Webb et al., 2000).  
 
• La distribución puede variar entre especies.  
o + Isoforma detectada a nivel de la proteína y/o de mRNA.  
o -  Isoforma ausente.  
o ? Expresión desconocida.  
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entre las células cultivadas y el tipo celular de procedencia (Liu y Heckman, 1998). En general, las 
diferentes isoformas de PKC tienen patrones de distribución específicos en la célula, que reflejan los 
diferentes papeles de cada isoforma (Goodnight et al. 1995; Dorn y Mochly-Rosen 2002). 
Esto es aplicable en el intestino, se han localizado isoformas específicas en neuronas 
entéricas (Poole et al. 2003; Wang et al. 2003; Nguyen et al. 2005), en células intersticiales de Cajal 
(ICC) (Southwell 2003; Wang et al. 2003; Poole et al. 2004) y en las células epiteliales (Davidson et 
al. 1994; Klein et al. 2000). En el íleon del conejillo de indias, PKCs λ y ε estaban presentes en 
todas las neuronas mientéricas, mientras que las isoformas γ, η y θ sólo fueron detectadas en el 
subconjunto inmunoreactivo a la calbindina de neuronas aferentes primarias intrínsecas (IPANs) 
(Poole et al. 2003). Una fuerte inmunoreactividad de PKC α se observa en células gliales entéricas, 
con una expresión limitada para neuronas mientéricas. Ambas inmunoreactividades de PKC γ y θ 
fueron  localizadas también en las ICC a través del tracto gastrointestinal (Southwell, 2003; Poole et 
al. 2004). 
El perfil de las isoenzimas en el hígado de rata, que incluye a la PKC α, βII, δ, ε y ζ, es 
constante, independientemente de que las muestras se obtengan de tejido homogeneizado, de 
hepatocitos aislados a partir de tejido no cultivado o de células FAO de hepatoma de rata (Sesca et 
al., 1996; Perletti et al., 1996; Ducher et al., 1995). Su contenido en isoenzimas fue similar al de la 
línea celular HepG2 de hepatoma humano, a excepción de la PKC δ, que no se detectó (Ducher et 
al., 1995). Estos resultados han sugerido que el estudio de líneas celulares cultivadas puede 
constituir una buena aproximación para el estudio del perfil de las isoenzimas en los diferentes tipos 
celulares. Sin embargo, se necesitan bastantes datos sobre el cultivo celular y el tejido de 
procedencia para determinar si ambos son comparables (Liu y Heckman, 1998). 
 1.3.2. Distribución subcelular de PKC 
 Las formas inactivas de la PKC se encuentran mayoritariamente en el citosol, mientras que 
sus activadores, de naturaleza hidrofóbica, están presentes en la membrana. Se ha determinado 
mediante estudios basados en ultracentrifugaciones la distribución subcelular de algunas isoformas 
de la PKC (Disatnik et al., 1994; Mochly-Rosen et al., 1991; Liao et al., 1994). Estos estudios 
demuestran que, tras la estimulación con agonistas, se incrementan los niveles de actividad de la 
PKC en la fracción particulada mientras que disminuye en el citosol (Mochly-Rosen y Gordon, 1998; 
Liao et al., 1994). Las formas activas de la PKC se han encontrado asociadas con la membrana 
plasmática, con elementos del citoesqueleto, con el núcleo y con otros componentes subcelulares 




 Recientemente, se han realizado estudios con técnicas de microscopía confocal, que 
revelan una localización más compleja y específica de las diferentes isoenzimas de la PKC. Estos 
estudios demuestran que en células que expresan varias isoformas, la mayoría de ellas se 
encuentran localizadas en estructuras subcelulares y, tras la activación, mudan su localización a 
diferentes localizaciones en la célula.  
Por ejemplo, la PKC α se localiza en los contactos focales en fibroblastos REF52 no 
estimulados y transloca al perinúcleo después de la activación (Liao et al., 1994). La PKC βII está 
asociada con estructuras fibrilares en miocitos cardiacos no estimulados y transloca al perinúcleo y 
a la periferia celular cuando se activa (Disatnik et al., 1994; Mochly-Rosen et al., 1991). Por último, 
la PKC δ se encuentra localizada en el área de Golgi en células control y tras la activación transloca 
al perinúcleo y al núcleo y, en un número reducido de células, también se detecta su distribución 
difusa por el citoplasma (Mochly-Rosen y Gordon, 1998). Todos estos resultados sugieren en su 
conjunto que las isoenzimas de PKC se localizan en lugares intracelulares debido a su capacidad de 
unión con moléculas de anclaje específicas (Mochly-Rosen y Gordon, 1998).  
Las isoformas de PKC α, β y γ se localizan principalmente en la fracción citosólica de 
células no estimuladas y experimentan una translocación a las membranas celulares de células 
activadas (Salamanca y Khalil, 2005; Mochly-Rosen y Gordon, 1998). PKC δ se localiza casi 
exclusivamente en la fracción partículada tanto de células activadas como de células en reposo, 
mientras que PKC ζ se localiza en la vecindad del núcleo de células maduras activadas y en reposo 
del músculo liso vascular (VSM) (Khalil y Morgan, 1996), ésta podría tener un papel en la 
vasoconstricción pulmonar en el período perinatal (Cogolludo et al., 2005). 
 
1.4. Regulación de la PKC        
La proteína quinasa C es regulada por dos mecanismos secuenciales e igualmente críticos: 
fosforilación provocada por la PDK-1, y unión a DAG y/o otros cofactores. Cada mecanismo regula 
la estructura, localización subcelular y función de la PKC (Figura 1.11). PKCs recien sintetizadas se 
asocian a un compartimento de membrana en la célula (Sonnenburg et al., 2001) y en una 
conformación "abierta" en la que la secuencia auto-inhibitoria del pseudo-sustrato es expulsada del 
sitio activo del dominio catalítico (Dutil y Newton, 2000). La PDK-1 se acopla al   C-terminal 
expuesto (Gao et al., 2001) y el sitio de la PDK-1 en la secuencia del asa de activación queda 
accesible para su fosforilación (Dutil y Newton, 2000). Tras la fosforilación de la secuencia del asa 
de activación, PDK-1 es liberada del C-terminal de la PKC, y éste queda expuesto para sufrir dos 
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fosforilaciones rápidas. En el caso de PKCs convencionales, esta fosforilación ocurre por un 
mecanismo intramolecular de auto-fosforilación (Behn-Krappa y Newton, 1999). Las especies 
fosforiladas (maduras) son liberadas al citosol y el pseudosustrato puede acceder al sitio activo, 
manteniendo la enzima en un estado autoinhibido. La enzima es activada tras la generación de 
calcio y diacilglicerol mediada por receptores. Estos ligandos reclutan la PKC de la membrana 
mediante la participación de dos modulos de anclaje en la membrana, un suceso que proporciona la 
energía necesaria para expulsar al pseudosustrato de la cavidad de unión del sustrato y permite la 
fosforilación del sustrato (Gao y Newton, 2002).  
 1.4.1. Activación de la PKC  
La PKC α es activada por una variedad de estímulos que se originan mediante la activación 
del receptor, por contacto celular o por estrés físico. El diacilglicerol (DAG) y el Ca2+ incrementan el 
estimulo sobre la célula conduciendo sinérgicamente a la liberación de una región pseudosustrato 
del sitio activo de la PKC, lo que lleva a su activación (Dutil y Newton, 2000).  
Hoy se sabe que la PKC, en mamíferos, comprende una familia de isoenzimas, que tienen 
características bioquímicas diferentes y que responden de distinta manera ante un determinado 
estímulo en la célula (Dekker y Parker, 1994).  
 
Figura 1.11. Modelo resumen de la regulación espacial, estructural y conformacional de la PKC por 1) fosforilación, 2) unión de 




Se sabe que PKC puede regular la expresión de genes en la activación de la célula T 
mediante el control de factores de transcripción. En la región del promotor del gen de IL-2 existen 
sitios de unión para los factores de transcripción de NF-AT-1, NFKB, AP-1 y NFIL-2A los cuales 
aparentemente actúan en conjunto para inducir la transcripción (Hoyos et al., 1989). Se ha visto que 
la activación de NF-AT-1, NFKB, y AP-1 se induce de forma diferente con la expresión de formas 
constitutivamente activas de las isoenzimas PKC α y PKC ε (Genot et al., 1995). 
Para las cPKCs, el modelo de activación intracelular, aceptado actualmente, sería (Hug y 
Sarre, 1993): 
1) La activación de la fosfolipasa C (PLC γ) produciría la hidrólisis de fosfatidilinositol 4,5 – 
bifosfato (PIP2), asociado a la membrana, liberándose DAG e IP3. 
2) El IP3 producido provocaría la liberación de calcio de reservas intracelulares no 
mitocondriales. 
3) El calcio liberado se uniría a la región C2 de la PKC produciendo la translocación de la 
enzima a la membrana plasmática. 
4) Una vez en la membrana plasmática, la PKC se uniría a través de la región C1 al DAG 
generado anteriormente y a PS, que está constitutivamente presente en la membrana, 
produciéndose su activación (Figura 1.12). 
 Figura 1.12. El dibujo muestra como el diacilglicerol, generado por el receptor que regula la hidrólisis de fosfolípidos, 
provoca la unión de la PKC a la membrana. La hidrólisis del fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PtdIns (4,5)P2) genera dos 
segundos mensajeros: diacilglicerol, el cual une el dominio C1 de PKC a la membrana e inositol (1, 4, 5)-trifosfato (Ins(1, 4, 
5)P3), y este libera Ca2+ intracelular provocando que el dominio C2 de isoenzimas de PKC convencionales comience a 
unirse a la membrana. (Adaptada de Newton, 2004).
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Según este modelo, un éster de forbol, mediante su unión a PKC, imitaría la acción del 
DAG, y su presencia continuada en la membrana llevaría a la activación prolongada de la PKC (Hug 
y Sarre, 1993). 
En la activación de las cPKCs se piensa que el DAG se necesita como activador y la PS 
como cofactor de la activación, y que la presencia de ambos reduce el requerimiento de calcio a 
concentraciones del orden de micromoles. En el caso de la activación por ésteres de forbol no se 
necesita la presencia de calcio, pero éste reduce la concentración de éster de forbol necesaria para 
obtener una completa actividad de la PKC (Ryves et al., 1991). 
 Las nPKCs no necesitan calcio, pero si DAG / PS o ésteres de forbol para activarse. 
Respecto a las aPKCs, en el caso de la PKC ζ presenta actividad quinasa en ausencia de 
activadores (Liyanage et al., 1992), aunque se ha visto que la presencia de PS o de ácidos grasos 
insaturados como el ácido araquidónico produce una marcada estimulación de la actividad de dicha 


















 Hay evidencias de que varias PKCs (entre ellas la PKC ζ se estimulan por el fosfatidilinositol 
3,4,5-trifosfato (Nakanishi et al., 1993). Esto indica que en las vías de transducción de señal que 
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Figura 1.13. Respuesta de las isoformas de PKC a distintos activadores. 
N.D.  No determinado. 




sino que también podrían participar las que activan la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3-K). Además, 
hay datos que muestran una estimulación diferencial de isoenzimas de PKC “in vitro” por ácidos 
grasos y ácido lisofosfatídico en sinergismo con el DAG (Asaoka et al., 1992). 
 Aparte de estos activadores se ha descubierto la capacidad de otros componentes del 
metabolismo de glicerolípidos de ser activadores de la PKC, al menos “in vitro” (Kochs et al., 1993; 
Lee y Bell, 1991). La cardiolipina activa PKC α y βI (Kochs et al., 1993). El ácido araquidónico 
(Ogita et al., 1992), y la lipoxina A (Shearman et al., 1989), otro metabolito de la lipooxigenasa, 
activan PKC βII y ε. El PIP2 puede sustituir al DAG como activador de PKC α, β y γ pero no de PKC 
βII (Lee y Bell, 1991). Estos hallazgos junto con el hecho de que el DAG puede provenir también de 
fuentes distintas a los lípidos de inositol como, por ejemplo a partir de la fosfatidilcolina (PC) (Huang 
y Cabot, 1990), sugieren que, al menos, algunas isoenzimas de PKC pueden ser activadas por otros 
segundos mensajeros. Citoquinas como IFN-α, IL-1 e IL-3, producen la hidrólisis de PC pero no de 
fosfatidilinositol (PI) (Cataldi et al., 1990; Duronio et al., 1989; Polakis et al., 1990), y se ha visto que 
PKC β y ε se activan tras la acción de IFN-α en células Hela y Daudi respectivamente (Pfeffer et al., 
1991; Polakis et al., 1990). Entonces, la producción de diferentes segundos mensajeros inducida por 
una señal podría decidir que isoenzimas de PKC se activan y cuales no. 
 Hay diferentes datos que sugieren la existencia de fosforilaciones previas a la activación, 
producidas por una quinasa de eucariotas aún no identificada. Sin esta fosforilación inicial, PKC no 
es activa y tampoco puede ser activada (Pears et al., 1992). 
Tras la activación, las PKCs se translocan de la fracción soluble a las membranas celulares, 
donde se unen a los fosfolípidos aniónicos (Johnson et al., 2000), y se localizan en diversos sitios 
subcelulares uniéndose a receptores que se unen a las PKCs activas (RACKs) (Mochly-Rosen, 
1995). 
 
1.4.1.1. Activación de la PKC mediante modificaciones post-traduccionales 
 Las PKCs experimentan una serie de transfosforilaciones serina/treonina y 
autofosforilaciones que son requeridas para la maduración, activación y estabilidad. Esto es 
importante para poder interpretar la cantidad de respuestas mediadas por la PKC, no 
necesariamente envueltas en la activación alostérica por el DAG, y que pueden ocurrir como 
consecuencia de modificaciones en las proteínas, tales como fosforilación de tirosina o proteolisis 
(Griner y Kazanietz, 2007). 
Introducción 
35 
 La proteína quinasa C recuperada de la fracción particulada está completamente fosforilada 
en las dos posiciones del extremo C-terminal, y aproximadamente la mitad del total también se 
encuentra fosforilada a nivel del asa de activación (Keranen et al., 1995). Según se producen las 
sucesivas fosforilaciones, la proteína va incrementando su peso molecular hasta alcanzar unos 80 
kDa (para las cPKCs) cuando las fosforilaciones se han completado (Newton, 1997; Cazaubon y 
Parker, 1993). La proteína quinasa C en la fracción citosólica, contiene especies que migran más 
rápido correspondiéndose con las enzimas no fosforiladas o las fosforiladas exclusivamente en el 
asa de activación. Ambas migran con un peso molecular aparente de 76 kDa (para las cPKCs) 
(Newton, 1997; Cazaubon y Parker, 1993).  
 Cuando la Thr 500 de la PKC βII se sustituye por un residuo no fosforilable, la enzima 
resultante es inactiva (Taylor y Radzio-Andzelm, 1994; Orr y Newton, 1994). La permutación de la 
Thr 495 en la isoforma α por un residuo ácido produce la expresión de una enzima con actividad 
catalítica, lo que parece indicar que cualquier carga negativa en el asa de activación es suficiente 
para alinear correctamente los residuos alrededor de la región catalítica (Cazaubon et al., 1994; Orr 
y Newton, 1994). 
 También se ha establecido que las PKC no pueden autofosforilarse en estos residuos 
equivalentes (Thr 500 y Thr 495), por lo que debe existir otra quinasa que las fosforile en esta 
posición (Newton, 1997). Recientemente se ha descrito que una de las PKC quinasas responsables 
de esta fosforilación es la PDK1  (Chou et al., 1998; Le Good et al., 1998; Dutil et al., 1998).  
 El asa de activación es el primer lugar fosforilado en los mecanismos que convierten a la 
PKC en una enzima catalíticamente competente; sin embargo, este lugar de fosforilación parece ser 
inaccesible cuando el pseudosustrato ocupa el sitio activo (Newton, 1997; Tsutakawa et al., 1995). 
 Todos estos procesos se han caracterizado más extensamente mediante estudios con 
fosfatasas. Así, recientemente se ha investigado la defosforilación diferencial de la isoenzima βII, 
por subunidades catalíticas de fosfatasas 1 (PP-1) y 2A (PP-2A) (Keranen et al., 1995). La PP-1 
defosforila a los residuos Thr 500, Thr 641 y Ser 660, cerca del extremo carboxilo, produciendo una 
proteína inactiva. Por su parte, la PP-2A defosforila únicamente a la Thr 500 y a la Ser 660 y 
produce una proteína que puede autofosforilarse para recuperar su funcionalidad (Keranen et al., 
1995). Aparentemente, existe discrepancia entre este último hallazgo y las evidencias que 
demuestran que la Thr 500 experimenta la fosforilación inicial antes de que la PKC llegue a ser 





 Sin embargo, esta divergencia ha sido resuelta: después de la fosforilación en el asa de 
activación, la PKC se fosforila en el residuo Thr 641 (en el caso de la PKC βII), probablemente por 
una reacción de autofosforilación debido a la proximidad del extremo C-terminal con el sitio catalítico 
(Newton, 1997). Esta fosforilación aparentemente bloquea a la PKC en una conformación 
catalíticamente competente, posiblemente porque sitúa al extremo C-terminal lejos del sitio activo 
(Newton, 1997). Por tanto, la defosforilación selectiva del residuo en el asa de activación da lugar a 
una enzima que retiene la actividad catalítica; por el contrario, la defosforilación en el residuo Thr 
641 se corresponde con una enzima no activable (Newton, 1997). 
La tercera fosforilación se produce en el residuo Ser 660 y, de nuevo, es una reacción de 
autofosforilación. Esta fosforilación final se correlaciona con la liberación de la PKC en el citosol, por 
lo que se le atribuye un papel directo en la localización subcelular de la PKC  (Newton, 1997). La 
PKC α apenas exhibe actividad sin la fosforilación en estos sitios. La fosforilación de Ser 660 es 
corrientemente usada como marcador de activación de la PKC  α (Cheng et al., 2001; Bornancin y 
Parker, 1997; Nakashima, 2002). 
 Por tanto, a modo de resumen, las dos reacciones de autofosforilación se producen en el 
extremo C-terminal y son posteriores a la fosforilación en el asa de activación, la cual depende a su 
vez de una hipotética PKC quinasa (probablemente PDK1) (Le Good et al., 1998). En células no 
estimuladas, la mayor parte de la PKC presenta esta triple fosforilación, hecho que sugiere que la 
fosforilación en estos tres lugares conservados está implicado en el procesado o maduración de la 
enzima, más que en modular su función en respuesta a señales específicas (Newton, 1997). Sin 
embargo, la localización subcelular de la PKC podría estar regulada por defosforilaciones en estos 
tres residuos (Newton, 1997). 
 
1.4.1.2. Activación de la PKC por los efectos del DAG en la membrana  
 Se sabe que el diacilglicerol introduce perturbaciones en las propiedades de las membranas 
y que estos cambios facilitan la activación de la PKC (Gómez-Fernández et al., 2004). Aunque la 
concentración de DAGs en membranas normales y en el resto es usualmente bajo, niveles 
transitorios pueden ascender del 2 al 10 % en diferentes líneas celulares (Preis et al., 1986; 
Wolfman y Macara, 1987). Se ha descrito que el diacliglicerol se genera en respuesta a la 
estimulación celular proveniente de diferentes fuentes incluyendo el PtdIns (4,5)P2  hidrolizado por 
las isoenzimas de fosfolipasa C y fosfatidilcolina hidrolizada por isoenzimas de fosfolipasa D y 
sintasas de esfingomielina (Hodgkin et al., 1998; Wakelam, 1998; Huitema et al., 2004). El efecto 
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producido por diacilgliceroles en la activación de PKC tambien se asocia con la modulación de 
propiedades superficiales. Esta modulación resulta del reducido tamaño de los grupos de cabezas 
polares de las moléculas de diacilglicerol, y esto tiene tres efectos principales: (i) una reducción en 
la tendencia de la membrana a formar fases no bilaterales (Epand, 1985; Goldberg et al., 1994; 
Stubbs y Slater, 1996); (ii) separación de la cabeza polar, que puede facilitar la inserción en la parte 
apolar de la membrana (Slater et al., 1994; Goldberg et al., 1994; Das y Rand, 1986; Epand, 1987; 
Cunningham et al., 1989, Bolen y Sando, 1992); (iii) deshidratación de la superficie de la membrana 
debido a la relativamente  pequeña cantidad de moléculas de agua, unidas al grupo polar del 
diacilglicerol (López-García et al., 1993; López-García et al., 1994). 
 En varios estudios, la actividad enzimatica de la PKC se ha correlacionado con los efectos 
producidos por DAGs en la membrana. Por ejemplo, cuando las membranas están en el estado de 
gel, bajas concentraciones de DAG hacen que se produzca la separación en dos fases con una fase 
rica en DAG (López-García et al., 1994; Ortiz et al., 1988; Schorn y Marsh, 1996). Esto se ha 
correlacionado con la activación de la PKC (Dibble et al., 1996; Hinderliter et al., 1997; Micol et al., 
1999; Jiménez-Monreal et al., 1999; Torrecillas et al., 2001). Sin embargo con el incremento de la 
concentración de DAG, la activación de la PKC decrece debido a la coexistencia de diferentes fases 
o a la aparición de nuevos complejos fosfolípidos / diacilglicerol que no están hechos para soportar 
la actividad (Hinderliter et al., 1997). Por otra parte, cuando la membrana está en estado fluido, 
incrementando la concentración de DAG se produce un incremento de la actividad de la PKC, la 
cual alcanza su máximo nivel y una vez que las fases no-lamelares comienzan a aparecer, la 
actividad comienza a decrecer (Torrecillas et al., 2001; Corbalán-García y Gómez-Fernández, 
2006). 
 Es interesante resaltar que cuando se estudió la capacidad de activar la PKC mediante una 
amplia variedad de isómeros de diacilglicerol en sistemas de membrana fluida, la PKC fue activada 
más extensamente por 1,2-sn-isómeros que por 1,3-sn-isómeros (Boni y Rando, 1985; Nomura et 
al., 1986; Sánchez-Pinera et al., 1999). Por ejemplo, varios informes han mostrado diferencias entre 
1,2-sn-isómeros saturados e insaturados cuando se compararon sus capacidades de activar a la 
PKC, sugiriendo esto que la composición de ácidos grasos  de los DAGs influye en el patrón de 
activación de la PKC (Takai et al., 1979; Carrasco y Mérida, 2004; Bolen y Sando, 1992; Jiménez-
Monreal et al., 1999; Torrecillas et al., 2001; Sánchez-Pinera et al., 1999; Mori et al., 1982; Lapetina 





1.4.1.3. Activación de la PKC por agonistas 
 De todas las PKCs conocidas, los mecanismos de activación de las cPKC son los mejor 
conocidos, (Becker y Hannun, 2005; Newton, 2003; Newton, 2001; Quest, 1996; Newton, 1997; Liu, 
1996; Newton, 1995, Dutil et al., 1998) los cuales parecen implicar complejas interacciones entre la 
quinasa y sus activadores.  
 En primer lugar se requiere la asociación de la enzima con fosfolípidos de la membrana 
plasmática, en particular con la fosfatidilserina (PS). La PKC se une a la PS en ausencia de cationes 
metálicos mediante interacciones electrostáticas con los dominios catalítico y regulador (Quest, 
1996; Newton, 1997; Newton, 1995). La unión resulta ser más eficiente en presencia de calcio, 
además, este efecto es modulado de forma dependiente de la concentración de calcio (Bazzi y 
Nelsestuen, 1993). Se cree que el calcio puede participar en el acoplamiento con los fosfolípidos de 
la PKC formando un puente entre ésta y el lípido (Khan et al., 1993). En ausencia de fosfolípidos, la 
PKC une un átomo de calcio por molécula, sin embargo, cuando los fosfolípidos están presentes al 
menos se unen ocho átomos por cada proteína (Liu, 1996). Los lugares de unión del calcio se 
localizan en la interfase entre la PKC y la membrana plasmática a nivel del dominio C2 (Quest, 
1996; Liu, 1996). 
 Aunque la PKC esté unida al complejo fosfolípido/calcio, solamente demuestra competencia 
catalítica cuando se asocia con DAG, lo que permite la activación completa de la PKC 
incrementando su afinidad por la PS y disminuyendo los requerimientos de calcio hasta niveles 
fisiológicos (<1 μM) (Newton, 1997; Liu, 1996; Newton, 1995). En ausencia de DAG, la PKC se 
puede activar cuando las concentraciones de calcio son muy elevadas (aproximadamente cien 
veces el valor fisiológico) (Nishizuka, 1986). Además, el DAG incrementa la afinidad de la PKC por 
el sustrato (Newton, 1997; Liu, 1996; Newton, 1995).  
 Actualmente se piensa que el mecanismo molecular por el que el DAG activa la PKC se 
fundamenta en la modificación alostérica de la enzima por lípidos (Newton, 1997; Liu, 1996; Newton, 
1995). En presencia de calcio, la unión de la PS y el DAG al dominio regulador N-terminal de la 
cPKC induce cambios conformacionales que se acompañan de la disociación de la región 
pseudosustrato y de su localización en el dominio catalítico. En este mecanismo el ligando de C2 
(por ejemplo la PS) actuaría como un anclaje electrostático que permite mantener la PKC en la 
membrana y las interacciones del DAG y del calcio permitirían separar al pseudosustrato del lugar 
de unión del sustrato, provocando la activación máxima de la enzima (Figura 1.14) (Newton, 1997; 






 La producción de DAG y la liberación de calcio se estimula de modo transitorio por la 
hidrólisis del PtdIns (4,5)P2 cuando se activan las vías de la PLCβ por las subunidades α de las 
proteínas heterotriméricas G9 y G11 (Berne y Levy, 1998; Yule y Williams, 1994). 
 Por otra parte, la generación del DAG puede tener orígenes alternativos al PtdIns (4,5)P2, 
entre los que se incluyen la hidrólisis de la fosfatidilcolina (PC), de la fosfatidiletanolamina y de 
glicolípidos que contengan inositol (Berne y Levy, 1998; Yule y Williams, 1994; Liu, 1996).  
 Estas reacciones, que están catalizadas por otras isoformas de la PLC y por la fosfolipasa D 
(PLD), producen ácido fosfatídico que a su vez puede ser degradado a DAG por una fosfohidrolasa 
(Berne y Levy, 1998; Yule y Williams, 1994; Liu, 1996).  
Figura 1.14. Modelo de la regulación de la PKC por fosforilación, proteínas específicas y cofactores. Los dominios 
(C1-C4) de la proteína quinasa C han sido descritos en el texto y aparecen esquematizados en la Figura 1.4. Según este 
modelo, la PKC de nueva síntesis se asocia con elementos del citoesqueleto, en una conformación en la que se encuentra 
expuesta el asa de activación (representada como un espacio entre el dominio C3 y C4), y la región C-terminal se dispone 






 Después de la estimulación con agonistas se ha detectado en varios tejidos un rápido 
incremento en la cantidad de DAG celular, por ejemplo en el páncreas de ratón estimulado con 
varios secretagogos pancreáticos como colecistoquinina (CCK) y bombesina (Pandol y Schoeffield, 
1986). La cantidad de DAG que se produce por la hidrólisis de los lípidos mencionados diferentes 
del PtdIns (4,5)P2, es mucho mayor que la generada por la hidrólisis de este último y, además, su 

























 La PLC, la PLA2 (fosfolipasa A2) y la PLD pueden ser activadas por señales que son 
reconocidas por receptores acoplados a proteínas G, así como por otros tipos de receptores, que 
promueven respuestas celulares tanto rápidas como lentas. Las primeras pueden ser el resultado de 
Figura 1.15. Transducción de señales mediadas por las fosfolipasas C, D y A2. (Adaptado de Tapia-García, 2000). 
 
Ins (1,4,5)3 – Inositol trifosfato PtdIns (4,5)P2 – Fosfatidilinositol bisbosfato PtdOH – Ácido fosfatídico 
liso-PC – liso-Fosfatidilcolina DAG – Diacilglicerol   AGL – Ácidos grasos libres 




la movilización de Ca2+ y la rápida activación de la PKC por los mensajeros intracelulares generados 
por la PLC, y las segundas pueden depender de la activación de la PKC por el DAG formado por la 
PLD. Los productos de la PLA2 también son activadores de la PKC y pueden participar en la 
aparición de ambos tipos de respuestas. Además, la modulación de algunas de las fosfolipasas 
puede ser el resultado de la activación de otras, ya que todas son reguladas por la PKC. La PKC 
activa la PLD y la PLA2, mientras que la activación por agonistas de la PLC es bloqueada por la 
PKC. Finalmente, el PtdIns (4,5) P2, sustrato de la PLC, es cofactor de la PLD, por lo que la 
actividad de esta última puede depender del consumo de dicho lípido por la primera. La importancia 
de estos efectos dependerá, en cada tejido, de la clase de receptores implicados, así como de la 
presencia de isoformas especificas de las fosfolipasas, de las proteínas G y de las PKC. Como 
ejemplo de respuestas rápidas podemos citar la secreción o reacciones de liberación. Algunos 
ejemplos de respuestas tardías son la proliferación y la diferenciación (Picatoste et al., 1996; 
Asaoka et al., 1992; Tapia-García, 2000). 
 La PKC también puede ser activada por fosfoinositoles fosfato como el fosfatidilinositol (PI), 
el fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP), el fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP2) y el fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PIP3), en presencia de calcio y PS (Liu, 1996; Kochs et al., 1993). El PIP, PIP2 y PIP3, 
son sintetizados en una secuencia de fosforilación desde PI por la PI-4 quinasa, PI-5 quinasa y PI-3 
quinasa, respectivamente (Liu, 1996; Kochs et al., 1993). La afinidad y potencia de estos 
fosfoinositoles activando la PKC se incrementa con el grado de fosforilación de cada uno de ellos, 
por lo tanto: PIP < PIP2 < PIP3. Se ha propuesto que en presencia de calcio el PIP3 se une al 
dominio C1 mediante puentes de hidrógeno dependientes de sus grupos carbonilo y que 
interacciona electrostáticamente con el dominio C2 y el calcio mediante sus grupos fosfato; sin 
embargo, en ausencia de calcio, los grupos fosfato se podrían unir a grupos básicos de la PKC 
causando su inactivación (Newton, 1997; Liu, 1996; Newton, 1995).  
 Por otra parte, en contraste con los estudios previos, otros estudios realizados “in vivo”  han 
demostrado que los fosfoinositoles PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3 activan a las nPKCs pero no las cPKC o 
la PKC ζ (Quest, 1996; Toker et al., 1994).  
 La activación por PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3 de las nPKCs es fisiológicamente importante 
puesto que estos productos, que dependen de la actividad de la PI3-K, actúan potencialmente como 
segundos mensajeros específicos de las nPKCs (Quest, 1996; Liu, 1996). La PI3-K es activada por 
factores de crecimiento y por productos de oncogenes (Vanhaesebroeck et al., 1997; Leevers et al., 




nPKCs pueden mediar las señales intracelulares dependientes de factores de crecimiento y 
oncogenes (Quest, 1996; Liu, 1996). 
 Adicionalmente, todas las cPKCs, particularmente las isoenzimas γ y βII, pueden ser 
activadas por ácidos grasos insaturados de isomería cis como por ejemplo el ácido araquidónico, 
oleico y linoleico, que derivan de la membrana en un proceso catalizado por la PLA2 (Newton, 1997; 
Liu, 1996; Newton, 1995). 
 Estos ácidos grasos activan las cPKCs con concentraciones de calcio muy bajas (<1 μM) o 
en ausencia de este ion, sin embargo, esta activación está muy facilitada en presencia de zinc. La 
activación estimulada por ácidos grasos es independiente de PS, este hecho ha sido interpretado 
por algunos autores como una activación de la PKC independiente de la membrana, indicando que 
los ácidos grasos solubles activan a la PKC soluble para fosforilar diferentes grupos de sustratos. 
Por otra parte, las nPKCs, particularmente la PKC δ, también se activan por ácidos grasos, de 
hecho se activan a concentraciones menores que las cPKCs (Newton, 1997; Liu, 1996; Newton, 
1995). En cualquiera de los casos, el mecanismo de activación por estos ácidos grasos no se 
conoce completamente (Corbalán-García y Gómez-Fernández, 2006; Newton, 1997; Liu, 1996; 
Newton, 1995). 
 Cantidades micromolares de acilos de cadena larga saturados o insaturados unidos al 
coenzima A (Acil-CoA) también incrementan la actividad de las cPKCs en presencia de DAG, PS y 
calcio, pero inhiben la actividad cuando las concentraciones son superiores a las fisiológicas (> 0.5 
mM), sugiriéndose que estos Acil-CoAs son importantes moduladores de la actividad de las cPKCs, 
la cual es estimulada por la vía PLC/PI (Newton, 1997; Liu, 1996; Newton, 1995).  
 Otro hecho destacable es que el metabolito central de la hormona esteroidea vitamina D3, 
el 1,25-dihidroxicolecalciferol, estimula las isoformas α, γ y ε de la PKC a concentraciones 
fisiológicas, de forma similar al DAG (Newton, 1997; Liu, 1996; Newton, 1995). Esta activación se ha 
asociado con el control de la PKC en diversos efectos no genómicos estimulados por la hormona 
(Newton, 1997; Liu, 1996; Newton, 1995). Finalmente, la ceramida, un metabolito directo de la 
hidrólisis de la esfingomielina, puede activar la PKC ζ tanto “in vivo” como “in vitro”  (Newton, 1997; 







 1.4.2. Translocación de la PKC 
La PKC ha sido localizada en la fracción citosólica de las células y la activación de esta 
quinasa está asociada a una redistribución de la enzima desde el citosol hacia ambientes más 
hidrofóbicos como puede ser la membrana plasmática (Kraft y Anderson, 1983; Kanashiro y Khalil, 
1998). La unión de Ca2+ y DAG a esta quinasa en presencia de fosfatidil L-serina (PS), provoca un 
cambio conformacional en la PKC, incrementándose de esta forma, su hidrofobicidad (Kanashiro y 
Khalil, 1998). La dinámica del movimiento de la quinasa a la membrana plasmática, en respuesta a 
la activación de receptores de superficie celular, ocurre en tres pasos: la translocación a la 
membrana, el anclaje y la disociación. Se sabe que estos procesos son regulados por 
autofosforilaciones, aunque la quinasa se fosforile en el citosol, necesita de varias fosforilaciones 
para alcanzar la membrana, aún en presencia de calcio. Las fosforilaciones inciden en el aumento 
de la afinidad por DAG y PS. Finalmente, una vez cesada la estimulación sobre el receptor de 
superficie, se produce la disociación de la PKC, por un descenso de los niveles de DAG y Ca2+, que 
inducen una autofosforilación de los dominios reguladores (Xiao et al., 2000). 
 También se ha descrito la capacidad de la PKC para translocarse al núcleo, cuando las 
células son estimuladas  con ésteres de forbol, como por ejemplo, PMA (Hocevar et al., 1993; Goss 
et al., 1994) que es un potente promotor tumoral (Yeung y Hurta, 2001). Se puede decir que el DAG 
y el PMA, son homólogos fisiológicamente y pueden unirse al mismo sitio, concretamente al dominio 
C1 de la quinasa (Sharkey et al., 1984; Kazanietz, 2000; Brose y Rosenmund, 2002; Kazanietz, 
2002); de forma que los ésteres de forbol pueden desempeñar la misma función que el DAG y 
activar tanto “in vivo” como “in vitro” a la PKC (Castagna et al., 1982; Sano et al., 1983; Yeung y 
Hurta, 2001). Los ésteres de forbol aumentan la afinidad de la PKC por el Ca2+ y a diferencia del 
DAG, el PMA obliga a la enzima a permanecer en la membrana plasmática, favoreciendo el 
desarrollo de procesos cancerígenos (Buchner et al., 1992; Kazanietz et al., 2001).    
Hay evidencias de que la translocación de PKC es dependiente de elementos del 
citoesqueleto (Schmalz et al., 1996; Dykes et al., 2003); además los estudios que calculan la 
acumulación de PKC en la membrana sugieren que el proceso de translocación esta limitado por 
difusión (Saito et al., 2003). Si la translocación de la PKC implica el transporte activo por los 
elementos del citoesqueleto, un nuevo conjunto de interacciones proteína–proteína podrían estar 






 1.4.3. Proteolisis de PKC 
 La PKC fue descubierta como una proteína quinasa activada por proteasas (Inoue et al., 
1977), aunque posteriormente se vio que la proteolisis seguía a la activación (Kishimoto et al., 
1983). Se piensa que las proteasas responsables, “in vivo”, son las proteasas neutras dependientes 
de calcio (calpainas I y II) (Inoue et al., 1977; Kishimoto et al., 1983). La activación proteolítica se 
puede realizar “in vitro” mediante tratamiento limitado con tripsina (Huang et al., 1989; Newton y 
Koshland, 1989; Schaap y Parker, 1990; Kochs et al., 1993) aunque “in vivo” se piensa que la 
activación y translocación a la membrana celular son requisitos previos a la proteolisis. No está claro 
si la degradación proteolítica sirve como mecanismo para inactivar la quinasa o si el fragmento 
catalítico liberado de la membrana o del citosol (y posiblemente de otros compartimentos celulares), 
es capaz de actuar como una quinasa con actividad constitutiva independiente de activadores (Hug 
y Sarre, 1993).  
 Se piensa que la región bisagra de las PKCs situada entre el borde de la región V3 y el 
dominio catalítico es un sitio susceptible de sufrir ruptura proteolítica por tripsina o por las proteasas 
neutras dependientes de calcio calpainas I y II, generando dos fragmentos distintos: el dominio 
regulador y el catalítico (Kishimoto et al., 1989; Saido et al., 1992; Emoto et al., 1995; Mizuno et al., 
1997; Endo et al., 2000). Esta fragmentación produce una quinasa constitutivamente activa (Emoto 
et al., 1995; Endo et al., 2000). El fragmento quinasa producido “in vivo” podría jugar un papel en el 
control de las funciones celulares (Emoto et al., 1995; Ghayur et al., 1996) si se tiene en cuenta el 
hecho de que algunas respuestas celulares que implican el concurso de la PKC pueden ser 
bloqueadas utilizando leupeptina (inhibidor de proteasas) (Pontremoli, 1990). La especificidad del 
sustrato de este fragmento catalítico también difiere de la que presenta la enzima completa (Schaap 
y Parker, 1990; Burns et al., 1990; Dekker y Parker, 1994). Otro lugar de ruptura puede encontrarse 
entre las regiones del pseudosustrato y los dominios que unen zinc y, finalmente, parece que la 
PKC puede ser hidrolizada en un lugar dentro del dominio catalítico (Lehel et al., 1995).  
 Los mecanismos que eliminan la forma activa de la PKC de la célula también implican el 
concurso de una o más de estas rupturas proteolíticas (Liu y Heckman, 1998; Parker y Dekker, 
1997; Kishimoto et al., 1989; Lu et al., 1998). Esta afirmación está fundamentada por el hecho de 
que las calpainas I y II se activan “in vivo” por concentraciones de calcio de orden micromolar y 
milimolar, respectivamente, y también por el hecho de que la translocación de la PKC a la 
membrana parece acelerar la ruptura proteolítica. Aunque aún no se ha establecido como este 
proceso inicia la degradación proteolítica, la translocación parece limitar o finalizar la actividad 
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quinasa de algún modo. Sin embargo, el fragmento catalítico podría tener actividad quinasa de 
forma constitutiva, al menos durante algún tiempo, cuando es liberado desde la membrana al citosol 
o a otros compartimentos subcelulares (Liu y Heckman, 1998; Hug y Sarre, 1993; Lu et al., 1998). 
 1.4.4. Down-regulation 
 Cuando la célula se expone de forma prolongada a ésteres de forbol se produce la 
depleción casi completa de algunas isoformas de PKC, probablemente por mecanismos de 
proteolisis (Hug y Sarre, 1993; Kishimoto et al., 1989). Este proceso, denominado down-regulation, 
ha sido demostrado para la mayoría de las isoformas que unen ésteres de forbol (Hug y Sarre, 
1993; Kishimoto et al., 1989) (Figura 1.16). Las proteínas del citosol podrían ser degradadas en los 
proteosomas, mientras que las asociadas con las membranas lo serían en vacuolas o lisosomas 
(Pryer et al., 1992). Las isoformas PKC μ y ζ presentan poca afinidad por los ésteres de forbol y, 
generalmente, no se ven afectadas por este mecanismo (Rennecke et al., 1996; Parker et al., 1995; 
Olivier y Parker, 1994). Después del tratamiento con TPA, el nivel inicial de PKC  α se ve reducido 
mediante un incremento neto de la proteolisis sin variaciones en su nivel de síntesis (Young et al., 
1987). Aunque se ha descrito en algunas ocasiones (Greif et al., 1992; Chen, 1993) parece que es 
difícil inducir una down-regulation completa de PKC α en muchos tipos celulares (Liu, 1996; 
MacKenzie et al., 1997). Por el contrario, existen muchas referencias que describen una down-
regulation completa de PKC β en la mayor parte de los tipos celulares (Liu, 1996; Hug y Sarre, 
1993).  
 El efecto de la down-regulation en las nPKCs es variable. Las isoformas δ y ε han sido 
eliminadas utilizando este mecanismo en células Swiss 3T3 y C6 (Chen, 1993; Olivier y Parker, 
1992); sin embargo, sólo la isoforma δ de las nPKCs desaparece en células 3T3-F442A por down-
regulation (MacKenzie et al., 1997). 
 La down-regulation de la PKC también puede ser inducida por el activador endógeno de 
esta  proteína, DAG, en muchos tipos celulares. Así, se ha descrito una reducción de la PKC ε en 
células GH4C1 después de la estimulación con DAG durante 12 horas (Akita et al., 1990). También 
se ha observado una down-regulation selectiva de PKC δ y ε cuando se induce de manera 
sostenida unos niveles altos de DAG por la administración de PDGF o bombesina (Olivier y Parker, 
1994). La exposición de células Swiss 3T3 a un análogo sintético de DAG (1-oleil-2-acetil-sn-
glicerol) también induce la down-regulation de PKC δ y ε, mientras que no afecta los niveles de las 




causar la depleción de las diferentes isoenzimas, ya que una única dosis se metaboliza rápidamente 
(Olivier y Parker, 1994). 
 No se conoce por qué diferentes grupos de isoenzimas sufren la down-regulation en 
distintas líneas celulares, aunque se han apuntado diversas posibilidades. Una de ellas es que 
ciertas cPKCs pueden estar unidas a las membranas sólo de forma transitoria tras la activación y, 
por tanto, no ser susceptibles de degradación; es decir, haciéndolo extensible a otras isoformas, 
éstas pueden localizarse en diferentes estructuras en las que su susceptibilidad a la degradación 
está limitada (Kiley et al., 1995).  
 Diversos investigadores han sugerido la existencia de una vía común para la degradación 
de la PKC (Kishimoto et al., 1989; Freisewinkel et al., 1991; Junco et al., 1994), al demostrar que 
mutantes de las isoformas PKC α y γ en las que se ha eliminado la actividad quinasa pueden sufrir 
down-regulation si se expresan en un contexto en el que se encuentra alguna isoforma PKC activa 
(Freisewinkel et al., 1991; Pears y Parker, 1991).  
 Otra evidencia que apoya esta teoría es que cuando se expresa en células COS1 una 
isoforma α mutada en el dominio V3, no se encuentran diferencias en su cinética de down-regulation 
inducida por TPA, cuando se compara con la proteína nativa (Junco et al., 1994). Por último, aunque 
la down-regulation de las isoformas γ, δ y η transfectadas en Schizosaccharomyces pombe es 
similar a la encontrada en células de mamíferos, parece que el TPA no induce down-regulation de 
PKC ε en S. pombe (Goode et al., 1994); sin embargo, si la PKC ε se expresa en S. pombe junto 
con la PKC γ o δ, entonces sus niveles se reducen marcadamente y de forma paralela a la down-
regulation de estas últimas (Goode et al., 1995). También se ha descrito que la expresión de una 
PKC δ mutante sin actividad quinasa no experimenta una down-regulation de forma eficaz (Parker et 
al., 1995), pero la coexpresión en la misma célula de la proteína mutante δ con la isoforma original, 
sí que permite la down-regulation de la proteína sin actividad quinasa (Parker et al., 1995). Estos 
datos sugieren que, incluso en ausencia de actividad quinasa, la unión de TPA y la consecuente 
unión a la membrana y estructuras del citoesqueleto pueden permitir la down-regulation de las PKCs 
(Goode et al., 1995). Además, se ha postulado que el tráfico de vesículas detectado en S. pombe, 
estimulado por PMA, se relacionaría con incrementos en la degradación de las PKCs (Goode et al., 
1995). Es evidente, que aún no puede determinarse con exactitud si la down-regulation de la PKC 
está regulada por un mecanismo pasivo o si puede estar inducida por la translocación (Liu y 
Heckman, 1998; Lu et al., 1998). 
En adipocitos marrones de ratas recién nacidas se ha visto que un incremento de la 
concentración de Ca2+ intracelular inducido por insulina es dependiente de la IP3 quinasa (Lorenzo 
Introducción 
47 
et al., 2002). Por otro lado, se ha visto que el transporte de glucosa inducido por otros medios 
diferentes a la insulina parece estar implicado en la activación de cPKC por calcio (Khayat et al., 
1998). También se ha percibido que la aparente resistencia a insulina está asociada con el 
incremento de los niveles de Ca2+ intracelular, con lo cual presumiblemente se incrementa la 
actividad de cPKC. En adipocitos y músculo esqueletico este incremento de calcio intracelular 
puede ejercer down-regulation del transporte de glucosa estimulado por la insulina (McCarty, 2006). 
1.5. Proteínas de anclaje de las PKC 
Las proteínas que interactúan con isoformas específicas de PKC para la localización en los 
compartimentos especializados de la célula son llamadas proteínas de anclaje (o de corte) (Mochly-
Rosen, 1995). En ausencia de estas isoformas-específicas (y probablemente tejido-específicas) 
anclando proteínas, la translocación puede que no sea estrictamente definida y puede depender de 
las variaciones de DAG y de las concentraciones de Ca2+. RACK1, que fue la primera proteína de 
anclaje en ser aislada para PKC βII reveló la unión de varias isoformas de PKC inclusive PKC ε y 
PKC α (Ron et al., 1994). Vinculina y Talina, dos proteínas responsables de la localización de PKC 
α en contactos focales, fueron aisladas por ensayos de cobertura en células REF52 (Hyatt el al., 
1994). La β1-integrina co-sedimentó con la PKC α en un gradiente de sacarosa en células MCF-7 
(Ng et al., 2001). Caveolina fue identificada como una proteína de unión de PKC α a las caveolas 
FIGURA 1.16. Modelo que muestra la transición de la PKC, desde su biosíntesis a su eventual “down regulation”.   






(Oka et al., 1997). Sin embargo, todavía se desconocen las proteínas implicadas en la localización 
de PKC α en el núcleo (Nakashima, 2002).  
 Las proteínas de anclaje para las isoenzimas de la PKC activas se han denominado como 
receptores para quinasa C activas (RACK). Mochly-Rosen y Gordon (1998) han propuesto la 
existencia de otro grupo de proteínas de anclaje para las formas inactivas de la PKC que han sido 
denominadas receptores para quinasa C inactivas (RICK).  
 Se ha propuesto que las funciones únicas de la PKC están determinadas por la unión de las 
diferentes isoenzimas a proteínas de anclaje específicas, en una estrecha relación con un grupo 
particular de sustratos e independiente de otros (Mochly-Rosen y Gordon, 1998). 
 1.5.1. RICKs 
 Se han identificado proteínas adicionales de unión a la PKC, todas ellas son sustrato de la 
PKC y unen directamente PS. La unión de PS es común en este tipo de proteínas de unión, la cual 
parece actuar de puente entre la PKC y dichas proteínas (Liao et al., 1994; Jaken, 1996). Entre 
éstas se incluyen la talina, la vinculina, sustrato de la quinasa C rico en alanina miristoilada 
(MARCK), AKAP79, y algunas otras (Liao et al., 1994; Jaken, 1996; Klauck et al., 1996). 
 Debido a que la activación de la PKC es dependiente de PS y DAG (además de calcio en 
algunas isoformas), el hallazgo de que la PS sola es suficiente para unir la PKC a esas proteínas 
sugiere que no es necesaria una activación completa de la PKC para que se produzca dicha unión 
(Mochly-Rosen y Gordon, 1998; Liao et al., 1994; Jaken, 1996). Esta hipótesis parece confirmarse 
por algunos resultados en los que se ha descrito que la PKC α se localiza, en situación basal, unida 
a la talina de los contactos focales en fibroblastos y células renales; tras la estimulación con ésteres 
de forbol se produce la translocación de esta isoforma (Dong et al., 1993). La tirosina quinasa de 
Bruton (BTK) también une todas las isoformas de la PKC de un modo dependiente de lípidos, sin 
embargo, estudios “in vitro” han demostrado que esta unión está inhibida por ésteres de forbol 
(Lehel et al., 1995), sugiriendo que la BTK sólo une a la PKC en estado inactivo o no 
completamente activo (Mochly-Rosen y Gordon, 1998). 
 En su conjunto, los resultados descritos sugieren que la relación sustrato/proteína 
supeditada a la PS, podría ser considerada dependiente de proteínas de unión para PKC inactivas 
(RICK) (Mochly-Rosen y Gordon, 1998).  
 Entre algunas de las características predichas para estos RICK se encuentran las 
siguientes: no necesariamente son sustratos de la PKC, deben demostrar preferencia de unión por 
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formas inactivas de este enzima y, finalmente, los ésteres de forbol u otros activadores de la PKC 
deben inducir la separación del complejo RICK/PKC (Mochly-Rosen y Gordon, 1998). 
 1.5.2. RACKs 
 Se ha descrito la existencia de varias proteínas que unen sólo la forma activa de la PKC, 
cumpliendo una serie de criterios, y que se denominan como proteínas receptoras para quinasa C 
activa (RACK) (Mochly-Rosen et al., 1991).  
 Estas proteínas están presentes en la fracción celular particulada y unen la quinasa C activa 
de forma selectiva y saturable. En estos casos, un puente de PS parece no ser suficiente para 
establecer la unión (Mochly-Rosen y Gordon, 1998; Mochly-Rosen et al., 1991), sino que se 
requieren interacciones proteína-proteína directas (Mochly-Rosen et al., 1995; Mochly-Rosen y 
Gordon, 1998). Otra propiedad de esta interacción es que la unión de la PKC al RACK no está 
inhibida por péptidos sustrato, indicando que el anclaje no se produce en el lugar catalítico o lugares 
de fosforilación de la PKC (Mochly-Rosen et al., 1991).  
 La primera proteína identificada que cumplía todos estos criterios fue denominada RACK1 
(Mochly-Rosen et al., 1991). Esta proteína, de 46 kDa, no es un sustrato de la PKC y, sin embargo, 
en su presencia la fosforilación de sustratos realizada por la quinasa se incrementa varias veces, 
sugiriendo que el complejo PKC/RACK1 debe corresponderse con la forma activa de la enzima “in 
vivo” (Mochly-Rosen y Gordon, 1998; Mochly-Rosen et al., 1991). Este RACK1 se co-localiza con la 
forma activa de la PKC βII en el perinúcleo de miocitos cardiacos (Ron et al., 1995), por lo que se 
considera que es el RACK específico de esta isoforma (Mochly-Rosen y Gordon, 1998). 
 Se han descrito otros RACKs para las isoformas PKC ε (Csukai y Mochly-Rosen, 1999; 
Mochly-Rosen y Gordon, 1998) y PKC α (Staudinger et al., 1995). Este último, que se denomina 
PICK1, es un sustrato de la PKC α que une el fragmento catalítico de esta isoforma (aa. 302–672) y 
que está localizado en el perinúcleo celular de modo similar a la forma activa de la PKC α 










1.6. Sustratos de PKC 
 1.6.1. Sustratos de PKC “in vitro”. 
 Durante cierto tiempo se observó que, al menos, “in vitro” las cPKCs eran serina / treonina 
quinasas no específicas. Por tanto, cualquier proteína básica, como histona HI, HIIIS, proteína 
básica de mielina (MBP), protamina u otros péptidos podrían utilizarse como sustratos, siempre y 
cuando tuvieran la secuencia XRXXS/TXRX; siendo este rasgo muy distinto de la especificad de 
sustrato que presentaban muchas de las quinasas estudiadas hasta entonces. Sin embargo, una 
comparación de las isoenzimas de PKC y sus actividades hacia distintos sustratos, “in vitro”, ha 
mostrado diferencias que pueden indicar una cierta especificad hacia los sustratos naturales bajo 
condiciones fisiológicas. 
 Las nPKCs presentan grandes diferencias respecto a las cPKCs ya que muestran una 
actividad quinasa pobre hacia histona HIIIS, MBP, protamina o protamina sulfato (Dekker et al., 
1992; McGlynn et al., 1992; Ono et al., 1989; Schaap y Parker, 1990). Por tanto, ha sido necesaria 
la utilización de péptidos sintéticos derivados de la secuencia del pseudo-sustrato, o del receptor del 
factor de crecimiento epidérmico (EGF) o de MBP, para ensayar la actividad quinasa de las nPKCs 
(Ogita et al., 1992; Saido et al., 1992). 
 Varias observaciones muestran que la especificad de sustrato podría ser más compleja de 
lo esperado. Se cree que esta especificad está determinada por el dominio regulador de la quinasa, 
ya que, por ejemplo, la activación proteolítica de PKC ε hace que ésta aumente su actividad sobre 
histona (Schaap y Parker, 1990). Además, PKC ζ es capaz de fosforilar al receptor de EGF cuando 
es proteolizada por quimotripsina, pero no cuando la enzima está intacta (Hug y Sarre, 1993). 
También varía el requerimiento de activador dependiendo del sustrato, así para fosforilar protamina 
las cPKCs y las nPKCs no necesitan de ningún activador (Bazzi y Nelsestuen, 1987; Liyanage et al., 
1992). 
Los isotipos de PKC muestran especificad por la fosforilación del sustrato. Mientras PKC  γ, 
α y β son poderosas quinasas de histona; PKC δ, ε y η tienen una pobre capacidad de fosforilar la 
Histona HIII S (Kanashiro y Khalil, 1998; Salamanca y Khalil, 2005). 
Por otro lado, una proteína purificada, obtenida por cromatografia en DEAE-celulosa 
seguida de una cromatografia de exclusión molecular, demostró poseer actividad quinasa “in vitro” 
cuando se usó la histona IIIS como sustrato, la cual fue dependiente de los cofactores requeridos 
para PKCs convencionales, por ejemplo fosfolípidos y calcio (Bazán-Tejeda et al., 2007). 
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 En estudios recientes se ha visto que la formación anormal de mielina podría ser un defecto 
que contribuye al desarrollo de la neuropatología asociada con el síndrome de alcohol fetal. 
Utilizando líneas célulares CG-4 se ha demostrado previamente que etanol (EtOH) 25–75 mM 
provoca down-regulation en la expresión de la proteína básica de mielina (MBP) en la diferenciación 
de oligodendrocitos (OLGs) sin afectar el desarrollo morfológico (Bichenkov y Ellingson, 2001). Se 
ha demostrado que una concentración relativamente baja de PMA mimetiza la inhibición de la 
expresión de la MBP causada por el EtOH sin afectar a la morfología. La inhibición de la expresión 
de MBP por EtOH 100 mM o 1nM de PMA fue completamente contrarrestada por tres inhibidores de 
la PKC, la bisindolilmaleimida I, cloruro de cleleritrina, y calfostina C, indicando esto que el EtOH 
provoca down-regulation en la expresión de MBP por la activación de la PKC. Los efectos similares 
producidos por PMA y EtOH indican que el EtOH demora la expresión de la MBP debido a la 
activación de al menos una isoenzima de PKC sensible al éster de forbol en oligodendrocitos 
(Bichenkov y Ellingson, 2002).                                                              
Este hallazgo sugiere que el comienzo de la expresión de la MBP requiere un control 
estricto, dependiente del estado de la actividad de la enzima y/o localización de la isoenzima(s) de 
PKC sensible al éster de forbol (Stubbs y Slater, 1999). 
  1.6.2. Sustratos de PKC “in vivo” 
 Mediante el marcaje de células con 32P y estimulación de las mismas con ésteres de forbol 
u otros agonistas que estimulan la PKC, se han descubierto muchos posibles sustratos fisiológicos 
(Hug y Sarre, 1993). 
Hay tres sustratos importantes en el control de la proliferación celular: a) MARKS su 
fosforilación lleva a una redistribución de los filamentos de actina desde la membrana al citoplasma 
(Hartwig et al., 1992); b) y c) DNA topoisomerasa (Pommier et al., 1990) y lamina B (Hornbeck et al., 
1988), que son proteínas nucleares implicadas en el control de la síntesis de DNA, y que darían 
relevancia a la translocación de la PKC al núcleo. 
 Las proteínas MARCKS (sustratos de la quinasa C ricos en alanina miristoilada) y proteínas 
relacionadas con MARCKS (MRP) están distribuidas extensamente como proteínas unidas a las 
membranas, son los principales sustratos de las PKCs y están implicadas en la propagación de las 
células, la activación de la integrina y la exocitosis (van de Bout et al., 2007). MARCKS, se une a la 
F-actina y puede funcionar como un puente cruzado entre la actina del citoesqueleto y la membrana 




Su importancia es debida al hallazgo de que MARCKS están implicadas directamente en la 
hipersecreción de mucus que ocurre durante enfermedades tales como el asma, y la bronquitis o 
fibrosis cística crónicas (Li et al., 2001 Song et al., 1999). Se ha demostrado que MARCKS puede 
estimular la secreción exocitótica uniéndose a las membranas de gránulos intracelulares de mucina.  
Un fragmento N-terminal de MARCKS bloquea la exocitosis, proporcionando un posible 
enfoque para el control de estas enfermedades (Singer et al., 2004). En otros estudios se ha 
observado que la sobreexpresión de MARCKS disminuyó la adhesión célular independientemente 
de su posición de fosforilación (Spizz y Blackshear, 2001). 
1.7. Inhibidores de PKC 
 Se denomina inhibidor  a toda sustancia que se une a una enzima y reduce la velocidad de 
la reacción que cataliza. La inhibición de algunas enzimas por inhibidores específicos constituye un 
importante sistema de regulación de las reacciones que ocurren en las células y en ciertos casos 
tiene aplicaciones clínicas.  
La heterogeneidad de PKC y el complejo número de cofactores requeridos por esta enzima 
ofrecen varios mecanismos diferentes para su inhibición. Los inhibidores del dominio catalítico se 
pueden unir en el sitio de unión del sustrato o en el sitio de unión del ATP (Evcimen y King, 2007). 
Los inhibidores de PKC que actúan en el sitio catalítico compiten con el ATP y por lo tanto pueden 
ser no específicos. Los inhibidores que actúan en el dominio regulador compiten con el DAG/ésteres 
de forbol o el sitio de unión de la fosfatidilserina y pueden ser más específicos. La exposición 
prolongada a ésteres de forbol puede producir específicamente la down-regulation de la PKC γ, α y 
β, pero las propiedades de promoción de tumores de los forboles hace que su uso este limitado 
(Salamanca y Khalil, 2005). 
 Entre los inhibidores más potentes están los que actúan por inhibición competitiva de la 
unión de ATP. Estos serían, bisindolilmaleimidas e indolcarbazoles, son derivados de la 
estaurosporina, y adicionalmente pueden mostrar selectividad sobre isotipos de PKC (Martiny-Baron 
et al., 1993; Wilkinson et al., 1993; Evcimen y King, 2007), preferentemente inhibiendo a las 
isoformas Ca2+ dependientes (α y βI) sobre las isoformas Ca2+ independientes (δ y ε). En contraste, 
se ha demostrado que la estaurosporina provoca la translocación selectiva de PKC δ y ε de la 
fracción soluble a la fracción particulada en células GH4C1 (Kiley et al., 1992), inhibiendo la 
actividad catalítica de todos los isotipos de PKC (α, β, δ y ε) presentes en estas células. Estos datos 
sugieren que la translocación a la fracción de membrana puede ser inducida en ausencia de 
actividad catalítica (Ryves et al., 1991). Una posible explicación para estos efectos puede ser la 
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existencia de receptores intracelulares para la PKC activa (RACKS) (Ron et al., 1994); es posible 
que activando la PKC puedan unirse a estos receptores intracelulares, mientras que la enzima 
catalíticamente no activa (o inhibida) puede ser incapaz de unir estos receptores y ejercer sus 
efectos en cascada.  
La familia de PKC es sin duda un blanco atractivo para la intervención terapeutica dado su 
papel en la tumorogénesis y el potencial para incrementar la citotoxicidad de las drogas existentes. 
La existencia de diferentes isoenzimas proporciona una oportunidad para desarrollar agentes 
farmacológicos que tengan como objetivo las funciones específicas de la PKC. Sin embargo, la 
complejidad natural de muchos sistemas de segundos mensajeros que implican a la PKC hace dificil 
la acción selectiva de las drogas. De los actuales agentes farmacológicos disponibles hay pocos 
que exhiban un alto grado de selectividad para isoformas de PKC específicas, y la mayoría también 
actúan sobre otras PKs.  
La estaurosporina, alcaloide microbiana, fue identificada hace 20 años como un agente 
antiproliferativo y un potente inhibidor de la PKC. Ésta probablemente actue por competición del sitio 
de unión del ATP conservado. Además la especificidad por isoformas de PKC es escasa, la 
estaurosporina ha permitido desarrollar algunos inhibidores para las nPKCs (Way et al., 2000).  
Drogas tales como la N-benzoil-estaurosporina (PKC412) y 7-hidroxiestaurosporina 
(UNC01) exhiben una buena selectividad, con un efecto “in vivo” potencialmente mejor y han sido 
utilizadas contra el aumento de los efectos provocados por otros agentes citotóxicos (Mackay y 
Twelves, 2003). 
El papel de la PKC en la tumorogénesis y la apoptosis sugiere que la combinación de 
inhibidores de la PKC con citotóxicos convencionales puede ser efectiva. Evidencias en datos de 
líneas celulares y en las fases tempranas de procesos clínicos sugieren resultados prometedores 
para la combinación de citotóxicos convencionales con la existencia de inhibidores de PKC (Alkan et 
al. 1993, Bunch y Eastman 1996, Wang et al. 1998, Ilson et al. 2001). 
 Hay varios inhibidores de PKC que actúan en la región C1 del dominio regulador. Estos 
inhibidores afectan a la unión del éster de forbol. En la actualidad hay varios inhibidores que actúan 
en la región C1, que contienen la secuencia de unión del pseudosustrato (House y Kemp, 1987) y el 
dominio de unión del éster de forbol a PKC (Quest y Bell, 1994). La Calfostina C fue el primer 
inhibidor de PKC potente (50-500 nM) y selectivo que actuaba en el sitio de unión del éster de forbol 
(Kobayashi et al., 1989; Tamaoki, 1991; Cabell y Audesirk, 1993).  
 También se conocen diferentes inhibidores que afectan a la interacción PKC  fosfolípido, y 




que el propanolol es un inhibidor competitivo de la unión de fosfatidilserina a la PKC (pero también 
inhibe competitivamente la unión del éster de forbol y no competitivamente inhibe la unión del ATP) 
(Sozzani et al., 1992).   
La curcumina según parece ha mostrado modular la actividad de proteínas emparentadas 
tales como las proteína quinasas (Liu et al., 1993; Hasmeda y Polya, 1996), ATPasas de membrana 
(Zheng y Ramirez, 2000; Logan-Smith et al., 2001; Sumbilla et al., 2002; Mahmmoud, 2005) y 
factores de transcripción (Singh y Aggarwal, 1995; Choi et al., 2006). Esta amplia especificidad 
sugiere que la curcumina interactua con dominio/s comunes en las proteínas diana. Los 
mecanismos moleculares que están detrás de los efectos fisiológicos de la curcumina aún no se 
conocen por completo. En particular, una de las principales controversias ha sido conocer si el 
consumo de curcumina puede proporcionar un camino seguro para el tratamiento de la fibrosis 
quística (Egan et al., 2002, 2004; Song et al., 2004; Mall y Kunzelmann, 2005; Grubb et al., 2006). 
La curcumina, el activo constitutivo de Curcuma longa, es uno de los componentes naturales mejor 
estudiados. La curcumina ha sido usada como especia y agente colorante durante cientos de años, 
pero ha sido recientemente cuando se ha comenzado a usar como anti-inflamatorio, antiviral, anti-
infeccioso y con efectos anti-cancerígenos (Surh, 2003; Joe et al., 2004; Singh y Khar, 2006). 
Adicionalmente, los efectos farmacológicos de la curcumina han sido comprobados recientemente 
por estudios epidemiológicos (Ng et al., 2006). La interferencia positiva de la curcumina con los 
efectos de promoción de tumores de los ésteres de forbol ha sido atribuida presumiblemente a 
efectos inhibitorios directos de la curcumina en el receptor del éster de forbol, la PKC (Lin et al., 
1997). Se ha observado que la adición de curcumina en ensayos de fosforilación de la PKC resulta 
en la estimulación, y no en la inhibición, de la PKC catalizadora de la fosforilación del sustrato unido 
a la membrana (Mahmmoud, 2007). Esto, sin embargo está en desacuerdo con trabajos previos que 
documentan la inhibición de la actividad de la PKC por la curcumina “in vivo” (Liu et al., 1993) e “in 
vitro” usando sistemas libres de membrana (Reddy y Aggarwal, 1994). Por ello, también se han 
investigado los efectos de la curcumina en la PKC en un sistema de membrana reconstituido bien 
definido y en membranas plasmáticas nativas aisladas. Se ha concluído que los efectos de la 
curcumina en la PKC y posiblemente en otros blancos de la curcumina pueden ser cambiados de la 
inhibición a la estimulación por la concentración de Ca2+ (Mahmmoud, 2007). 
Se ha conseguido demostrar que la curcumina compite con el calcio por el dominio 
regulador de la PKC. Este efecto es dependiente de una interacción entre la quinasa y el polifenol. 
Se requieren más analisis del sitio de interacción de la curcumina en algunas de estas dianas para 
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conseguir más información sobre los requerimientos mínimos para la interacción con la curcumina 
(Mahmmoud, 2007). 
 Otro tipo de inhibidores  serían los agentes disruptivos de membrana, es poco probable que 
estos inhibidores que actúan alterando la membrana celular sean específicos de PKC, y entonces 
se precisa de otros mecanismos de señalización que requieren alguna forma de asociación a la 
membrana (Ozer et al., 1993; Slater et al., 1993; Takeuchi et al., 1992).  
 Agentes disruptivos de membrana también pueden producir una modulación uniéndose a la 
región C1. Trasladar estos efectos (y el efecto selectivo de inhibidores de PKC en diferentes isotipos 
de PKC “in vitro”) a células en cultivo y situaciones “in vivo” puede ser problemático. Además la 
expresión de isotipos  específicos de PKC, y la compartimentación y localización subcelular, son 
factores que ayudan en la designación y explicación de inhibidores específicos de isotipos “in vivo” 
(Gordge y Ryves, 1994).   
 Las proteínas inhibidoras de PKC representan otra clase de inhibidores específicos de PKC. 
Estas proteínas incluyen varios péptidos tóxicos aislados de gusanos marinos y de cobra venenosa, 
recientemente se ha demostrado que existen diferentes isoformas que inhiben competitivamente la 
PKC con respecto a la fosfatidilserina y de manera mixta con respecto al DAG (Chiou et al., 1993). 
Varias proteínas inhibidoras de PKC (KCIP-1) han sido aisladas de cerebro bovino y ovino (Mc 
Donald y Walsh, 1985), las cuales unen calcio y son termolábiles (Fraser y Walsh, 1991; Toker et 
al., 1992). Estas proteínas pueden contribuir a la regulación celular y permitir la realización de  un 
análisis más exhaustivo de los procesos regulados por PKC, si bien ya se ha propuesto que en 
tejido de miocardio la fosfatasa 2a es el mayor regulador de efectos mediados por PKC (Braconi et 
al., 1992).  
 Péptidos inhibidores de pseudo-sustrato constituyen otra clase de inhibidores que también 
son específicos de PKC, e indudablemente son usados en el estudio de eventos mediados por PKC. 
Se ha demostrado que un número de drogas usadas clínicamente inhiben la actividad de PKC. 
Entre estas se incluyen suramina, adriamicina, dibucaina, etc. Ninguno de estos agentes son 









1.8. PKC en eucariotas inferiores 
 Además de en mamíferos, PKC o proteínas relacionadas con la PKC se han encontrado en 
eucariotas inferiores tales como levaduras (Levin et al., 1990; Ogita et al., 1990; Simon et al., 1991; 
Iwai et al., 1992); en otros organismos como Drosophila (Rosenthal et al., 1987; Schaeffer et al., 
1989; Choi et al., 1991), Caenorhabditis elegans (Tabuse et al., 1989); Dictyostelium (Jiménez et al., 
1989; Luderus et al., 1989) y oocitos de Xenopus laevis (Chen et al., 1988; Otte et al., 1988; 1991; 
Domínguez et al., 1992; Otte y Moon, 1992; Sahara et al., 1992).  
 En Saccharomyces cerevisiae se han encontrado tres isoformas similares a las PKCs del 
grupo de las clásicas; estas isoformas fueron activadas por Ca2+, PS y DAG o PMA, utilizando la 
histona III-S como sustrato (Simon et al., 1991). Por el contrario, Ogita y sus colaboradores (1990) 
aislaron una PKC a partir de S. cerevisiae, que fue activada por Ca2+, PS y DAG, pero no por PMA. 
En Drosophila se han encontrado tres isoformas de la PKC, dos son similares a las PKCs clásicas 
de mamíferos y la tercera es homóloga a la PKC δ (Schaeffer et al., 1989). 
 1.8.1. PKC en moluscos 
 Por clonaje molecular Kruger y sus colaboradores (1991) obtuvieron evidencias acerca de la 
existencia de dos isoformas de PKC en el molusco marino Aplysia californica, Apl I y Apl II, las 
cuales se expresan abundantemente en el sistema nervioso.  
 En las neuronas de Aplysia, la activación de la PKC está implicada en la modulación 
neuronal (Strong et al., 1987; Conn et al., 1989; Sawada et al., 1989; Taussing et al., 1989; Sacktor 
y Shwartz, 1990), que incluye la facilitación presináptica entre las neuronas sensoriales y las 
motoras; un proceso celular que está implicado en la sensibilización o deshabituación (Gingrich y 
Byrne, 1985; Hochner et al., 1986; Braha et al., 1990). 
 La quinasa Apl I es fuertemente activada por los ácidos grasos de configuración cis, pero 
sólo en presencia de Ca2+. Además, funcionalmente Apl I es más parecida a las isoformas α y β de 
vertebrados que a la isoforma γ neural de vertebrados. La quinasa Apl II es Ca2+ independiente y se 






 1.8.2. PKC y PKA en M. galloprovincialis 
 Nuestro grupo de trabajo ha abordado como objetivo durante los ultimos años el estudio de 
las proteínas quinasas. Así se ha purificado una proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA) de 
manto de M. galloprovincialis (Cao et al., 1995; Cao et al., 1998) que se ha visto involucrada en la 
fosforilación de la fosfofructoquinasa-1 (PFK-1) de manto de la misma especie (Fernández et al., 
1998). Además se ha podido correlacionar los índices de actividad quinasa con los niveles de 
AMPc, en el mismo tejido (Díaz-Enrich et al., 1998). 
 Por otra parte en M. galloprovincialis (Lmk) han sido identificadas en  manto, branquias y 
pie, 3 isoformas de PKC, que fueron reconocidas como PKC α, PKC β y PKC δ, mediante la 
utilización de anticuerpos contra las respectivas isoenzimas de mamífero (Barcia et al., 1997). 
 Más recientemente nuestro grupo de trabajo ha purificado y caracterizado bioquímicamente 
una nPKC en el manto de mejillón con un peso molecular de 105 kDa, la cual se  ha denominado 
como p105 (Mercado et al., 2001), presenta actividad quinasa dependiente de fosfatidil L-serina y 
PMA e independiente de Ca2+. Se comprobó que la p105, estaba presente en manto, branquias, pie, 
músculo aductor posterior, hepatopráncreas y hemocitos de M. galloprovincialis. “In vitro”, la 
proteína p105 es capaz de autofosforilarse sin la presencia de cofactores lipídicos (Mercado et al., 
2002a; 2002b), los parámetros cinéticos de esta proteína, la asemejan a una isoforma nPKC de 
mamíferos.  
Mediante análisis con microscopía confocal, se detectó que p105 tenía una distribución 
citoplasmática homogénea y que no estaba presente en el núcleo (Figura 1.17). Debido al 
conocimiento de la susceptibilidad que presentan las isoformas de PKC frente a la estimulación con 
ésteres de forbol, se estudió el comportamiento de la enzima (p105) en cultivos de hemocitos 
expuestos a un tipo de forbol, concretamente el PMA. En la figura 1.16, se aprecia la translocación 














A lo largo de los últimos años, diversos grupos de investigación enfocaron sus trabajos 
sobre el estudio de la generación de NO (óxido nítrico) por hemocitos de diferentes especies de 
invertebrados como por ejemplo M. edulis (Conte y Ottaviani, 1995; Franchini et al., 1995), M. 
galloprovincialis (Arumugan et al., 2000a; 2000b; Gourdon et al., 2001; Torreilles y Guèrin, 2001), 
Ruditapes decussatus y Crassostrea gigas (Arumugan et al., 2000a; 2000b), debido a la implicación 
de esta molécula en la respuesta del sistema inmune. Sin embargo, a diferencia del trabajo 
realizado por nuestro grupo de investigación, todos estos estudios sobre la producción de NO, se 
realizaron con hemocitos extraídos directamente del animal, sin estabilizar las células en un medio 
celular. En nuestro laboratorio, el medio empleado para el cultivo primario de hemocitos de Mytilus 
galloprovincialis interfiere en la cuantificación del NO realizado por el método de Griess (Schulz et 
al., 1999), por lo que se adaptó un medio alternativo, denominado ALS suplementado, en el cual las 
células se mantuvieron en fase estable durante 3 días. Incubando los hemocitos durante tres días 
previamente a la estimulación se consigue el óptimo en la respuesta (Cao et al., 2003), así como 
minimizar el efecto de cualquier manipulación del mejillón antes de la extracción de los hemocitos. 
De hecho, a pesar del estado del mejillón o de la temporada de colección, los hemocitos que son 
Distribución citosólica de 
p105 en hemocitos de Mytilus 
galloprovincialis. 
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incubados no liberan catecolaminas si no son estimulados (Lacoste et al., 2002; Malham et al., 
2003; Cao et al., 2004a,b).  
 En hemocitos de moluscos marinos, citoquinas de mamíferos, factores de crecimiento y 
hormonas inducen una respuesta al estrés consistente en la modulación de la fagocitosis, el 
incremento de la movilidad celular o la síntesis de catecolaminas y liberación de radicales libres 
(Ottaviani y Franceschi, 1996; Ottaviani, 2004). La síntesis de NO en invertebrados marinos es 
inducido por sistemas de señalización celular que son parcialmente conocidos (Palumbo, 2005; 
Conte y Ottaviani, 1995). En hemocitos de mejillón, algunos intermediarios pueden relacionar la 
síntesis de este gas con procesos relacionados con el estrés (Ottaviani et al., 2001; Cao et al., 
2004a) y, en este sentido la IL-2 está implicada en la síntesis de catecolaminas y en la síntesis de 
NO (Ottaviani et al., 1994; Ottaviani et al., 1997; Ottaviani et al., 1998; Cao et al., 2004b; Novás et 
al., 2004).          
 Al igual que sucede con los diferentes tipos celulares de vertebrados, la respuesta de 
hemocitos de M. galloprovincialis varía según el inductor utilizado. El ejemplo más evidente lo 
representa el LPS, dado que diversos trabajos apoyan la consideración del lipopolisacárido como 
uno de los mejores inductores de respuestas del sistema inmune (Lowenstein et al., 1993; Xie et al., 
1993; Weiss et al., 1994; Alley et al., 1995; St-Denis et al., 1998; Eun et al., 2000; Yamate et al., 
2001; Zinyama et al., 2001). 
 Aunque el LPS no induce la síntesis directa de NO, en hemocitos se conoce la implicación 
de esta molécula en la liberación de catecolaminas (Cao et al., 2004a), las cuales ya habían sido 
detectadas anteriormente en varios tejidos de moluscos (Sloley et al., 1990; Voronezhskaya et al., 
1999) y en la hemolinfa de moluscos gasterópodos (Manger et al., 1996; Pani y Croll, 2000; 
Santhanagopalan y Yoshino, 2000). 
  Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la PKA y p105 están implicadas 
en mecanismos de señalización en hemocitos estimulados con IL-2 y LPS. Estos datos implican una 
probable intervención de PKA y p105 en la liberación de catecolaminas inducida por LPS o IL-2 en 
los hemocitos de mejillón (Cao et al., 2004b).          
 De hecho, PKA y p105 tienen un papel opuesto en la regulación de la producción de 
noradrenalina inducida por IL-2 en hemocitos de mejillón, la inhibición de PKA coincide con un 
decrecimiento en la producción de noradrenalina, mientras que la inhibición de p105 causa un 
incremento significativo en la liberación de esta catecolamina. Este resultado coincide con el 




PKA y PKC en la regulación de genes implicados en la síntesis de enzimas responsables de la 
producción de catecolaminas (Cao et al., 2004b). 
 En diferentes tejidos de Mytilus, muchos balances metabólicos muestran variaciones 
estacionales, y la habilidad de llevar a cabo la respuesta inmune difiere especialmente entre 
hemocitos extraídos en diferentes estaciones (Cao et al., 2007a,b; Novás et al., 2007a).  
Durante el invierno, se observó que los hemocitos producían una elevada concentración de 
NO al ser incubadas las células con IL-2, pero esta producción se bloqueaba al emplear en las 
incubaciones un inhibidor de la PKA. Durante el verano, aunque la producción era menor que la 
observada durante el invierno, la incubación de hemocitos con un inhibidor de la PKA, suponía un 
descenso en la síntesis de NO, aunque no tan brusco como en invierno. Estos resultados, 
obtenidos durante el período invernal y estival, permitieron relacionar la PKA con la producción de 
NO.  
El empleo de un inhibidor de la PKC provocó efectos diferentes a los observados en las 
incubaciones realizadas con un inhibidor de la PKA. Así, aunque durante el invierno se apreció un 
descenso en la producción de NO al emplear un inhibidor de la PKC, resulta llamativo el hecho de 
que en verano aún incubando las células con este inhibidor, se produjese un incremento en la 
síntesis de NO. Estos datos sugirieron que en la producción de NO por hemocitos de Mytilus 
galloprovincialis, la PKC podría estar implicada al menos en dos rutas (figura 1.18). 
Una relacionada directamente con la síntesis de NO, dado que durante el invierno, se 
observa una disminución de la síntesis de NO al inhibir la PKC. Y otra en la que la PKC podría 
regular a la PKA, tal como sucede en células musculares de vertebrados (Graves et al., 1996), 
puesto que durante el verano se incrementa la producción de NO, aunque esté inhibida la PKC 
(Novás et al., 2007b). Es decir, en presencia de IL-2, PKA activa la síntesis de NO a través de la 
enzima constitutiva mc-NOS. En invierno, la acción de la PKC sobre la nueva forma inducible mw-











 Durante los años 2003 y 2004, curiosamente años posteriores a uno de los mayores 
desastres ecológicos ocurridos en las costas gallegas (vertido de fuel por el Prestige en noviembre 
de 2002), se apreciaron cambios en el comportamiento de los hemocitos en relación al observado 
durante los dos años anteriores, en los que se detectó producción de NO.  
Los resultados de los ensayos en la producción basal de NO, y principalmente, la respuesta 
de los hemocitos contra la IL-2 indican la utilidad de Mytilus como biosensor, a juzgar por las 
consecuencias del vertido de fuel sobre la respuesta inmune de los moluscos (Ruiz-Villareal et al., 
2006; Soriano et al., 2006). La polución inactiva la producción basal de NO, y también cancela el 
mecanismo de producción de NO inducido por IL-2 durante los ensayos realizados (Novás et al., 
2007a), y es compatible con la situación de inmunodepresión (Laffon et al., 2006).           
Diversos estudios realizados con M. galloprovincialis, han confirmado que la existencia de 
determinados aceites y/o hidrocarburos en agua de mar provocan cambios en la expresión de 
determinadas proteínas en esta especie (Middaugh et al., 1996, 1998; Shelton et al., 1999; Snyder 
et al., 2001) y por otra parte se ha comprobado que la presencia de p.p.m. de hidrocarburos en 
Figura 1.18. Diagrama esquemático que ilustra la hipotetica implicación de la PKA y PKC en dos mecanismos estacionales 
de síntesis de NO inducidos por IL-2. A. Modelo para el verano. B. Modelo para el invierno.  
Las líneas discontinuas representan el efecto inhibitorio de la down-regulation. mc-NOS: Isoforma constitutiva; mw-NOS: 


















agua marina, provoca la inhibición del desarrollo embrionario de varias especies de invertebrados, 
como las estrellas de mar (Spies y Davis, 1982). 
1.9. El modelo experimental: Mytilus galloprovincialis Lmk 
 En las costas europeas está comprobada la existencia de tres especies diferentes de 
mejillón (M. edulis, M. galloprovincialis y M. trossulus). En contra de lo que se creía hasta hace unos 
años, cuando se identificaba al mejillón gallego como Mytilus edulis, estudios morfológicos y 
genéticos han confirmado que los mejillones presentes en las costas de Galicia pertenecen al 
Phylum Mollusca, Clase Bivalvia, Orden Mytiloidea, Género Mytilus, Especie galloprovincialis 
(Sanjuan et al., 1986; 1990; 1994; Sanjuán, 1992). 
 Los mejillones del género Mytilus se localizan en aguas litorales y sublitorales poco 
profundas, tanto en litoral abierto como en estuarios de aguas salobres. Preferentemente se 
asientan en lugares de aguas movidas y viven de forma sésil adheridos por medio del biso a 
sustratos resistentes, como rocas, guijarros y arenas de mar compactas. El tipo de vida, así como 
su localización litoral lo exponen a las condiciones típicas de la vida intermareal, en la cual uno de 
los principales condicionantes es la exposición periódica al aire durante la marea baja. El límite 
superior de supervivencia de esta zona viene impuesto por la duración del período de exposición al 
aire y por el grado de humedad disponible durante ese tiempo. 
 Los moluscos bivalvos son animales protóstomos celomados, con simetría bilateral (o 
secundariamente asimétricos) y no segmentados. Presentan una concha que se encuentra formada 
por dos valvas iguales, unidas dorsalmente y entre las cuales se dispone el cuerpo y la cavidad 
paleal (Brusca y Brusca, 2005). Aunque las valvas se mantienen unidas mediante una bisagra 
situada en la parte antero dorsal, formada por una banda estrecha y elástica de naturaleza proteica, 
denominada ligamento, se articulan por medio de la charnela, una estructura de 3-4 pequeños 
dientecillos, en la región bisagra de cada valva, que encajan con los de la valva contraria (Bardales, 
2008). 
Las valvas están constituídas por un delgado periostraco de naturaleza orgánica, la 
conquiolina, que recubre una serie de dos a cuatro capas calcáreas, que a su vez, suelen estar 
formadas por aragonito o una mezcla de aragonito y calcita. Cada valva presenta una protuberancia 
dorsal denominada umbo, a partir de la que se pueden apreciar líneas de crecimiento concéntricas 






 La musculatura se encuentra adherida a la concha y son los músculos aductores, anterior 
(MAA) y posterior (MAP), los más destacados. Estos músculos están constituidos por dos tipos de 
fibras, estriadas y lisas, lo que les permite cerrar las valvas rápidamente y durante largos períodos 













 En la cavidad paleal sobresalen las branquias, que además de actuar como órgano 
respiratorio, colaboran en la alimentación. Las branquias o “ctenidia” son unas estructuras laminares 
de color marrón, situadas entre el manto y la masa visceral (Morton, 1992; Le Pennec et al., 2003a). 
Cada una de las dos branquias está formada por dos láminas: una externa -más proxima al manto- 
y otra interna. A su vez cada lámina branquial está formada por dos lamelas: la lamela descendente, 
interior, que se dirige hacia la parte ventral, y que continúa con la lamela ascendente, exterior que 
se dirige hacia la parte dorsal (Bardales, 2008) (Figura 1.21). Los bivalvos y concretamente M. 
galloprovincialis son animales filtradores que adquieren el alimento suspendido en el agua del mar 
Figura 1.20. A. Morfología de un individuo de la especie Mytilus galloprovincialis. B. Localización de los palpos 











Figura 1.19.  A. Ejemplar de Mytilus galloprovincialis Lmk. B. Morfología de la concha de Mytilus galloprovincialis 







por un mecanismo de tamizado por medio de cilios. El agua es arrastrada a través de los poros que 














Los palpos labiales son unas estructuras delgadas y alargadas, con forma triangular, que 
rodean la boca. Su función es seleccionar y conducir la entrada de alimento, captado por las 
branquias, al aparato digestivo (Morton, 1992; Le Pennec et al., 2003b). Las partículas recogidas 
por las branquias y no aptas para ser ingeridas son envueltas en mucus y expulsadas al exterior 
constituyendo las pseudoheces (Bardales, 2008). 
 El aparato digestivo de este organismo está diferenciado en boca (rodeada de palpos 
labiales), esófago, estómago e intestino, rodeado de glándula digestiva o hepatopáncreas. La mayor 
parte de los procesos digestivos tienen lugar en los divertículos digestivos, que comunican el 
estómago con el hepatopáncreas (Brusca y Brusca, 2005). La glándula digestiva, también conocida 
como hepatopáncreas, es una gran masa compacta, de color marrón, que rodea el estómago y una 
parte del intestino. Se compone de numerosos divertículos digestivos que desembocan en un ducto 
secundario, no ciliado. Los ductos secundarios, a su vez confluyen en los ductos primarios, ciliados, 
que desembocan en el estómago (Bardales, 2008).  
 Los divertículos digestivos están formados por dos tipos de células, las células digestivas o 
acidófilas y las piramidales (secretoras) o basófilas, caracterizadas por poseer un extenso retículo 
endoplasmático, abundancia de ribosomas, aparato de Golgi muy activo y numerosas vesículas 
apicales, rasgos típicos de células que sintetizan y secretan proteínas (Bardales, 2008; Owen, 
1966). 
Figura 1.21. (A) Estructura de las láminas branquiales en corte transversal. (B) Esquema de 




 El manto es el principal tejido de reserva del molusco y permanece adherido a la concha por 
unas fibras musculares que constituyen la línea o seno paleal. El borde del manto presenta tres 
pliegues: externo, medio e interno (Morton, 1992). El pliegue externo se relaciona con la secreción 
de la concha; el medio desempeña la  función sensorial, mientras que el pliegue interno contiene 
músculos radiales y circulares, involucrados en el movimiento del agua dentro de la cavidad del 
manto (Bardales, 2008; Brusca y Brusca, 2005). 
Los mejillones son moluscos bivalvos de sexos separados (especie gonocórica), (Skibinski 
et al., 1994; Zouros et al., 1994; Stewart et al., 1995), con una baja incidencia de hermafroditismo 
(Seed y Suchanek, 1992; Beaumont y Abdul-Martin, 1994). No existe dimorfismo sexual; 
externamente los dos sexos son iguales, por lo que es necesario realizar un examen macroscópico  
o microscópico del tejido del manto para poner de manifiesto el sexo del individuo (Mikhailov et al., 






El sistema reproductor en Mytilus edulis fue descrito en detalle por White (1937). Las 
gónadas están alrededor de las asas intestinales, y aunque son pares, se hallan tan próximas que 
aparentan una sola, conociéndose más como «joroba o glándula de polichinela» que forma parte de 
la masa visceral. En estos moluscos, la gónada no es un órgano diferenciado sino que se desarrolla 
invadiendo el tejido del manto durante el ciclo reproductor. Por tanto su volumen y aspecto externo 
varía a lo largo de la gametogénesis (Bardales, 2008). 
 El pie es un órgano musculoso, con forma de hoja y comprimido lateralmente, cuyos 
movimientos se consiguen por una combinación de acciones musculares y de presión hidráulica. 
Imagen 1.22. Determinación del sexo del mejillón por observación del color de la vianda. Naranja rojiza en las 




Secreta gránulos de naturaleza proteica, que posteriormente se endurecen en forma de filamentos, 
constituyendo el biso, cuya función es el anclaje del molusco (Marshall y Williams, 1980; Durán et 
al., 1990; Brusca y Brusca, 2005). El pie y el biso se mueven con respecto al cuerpo por acción de 
una serie de músculos extrínsecos, en forma de cuerda y en número par, que se unen por uno de 
sus extremos a la concha y por el otro se insertan en la base del pie o a nivel de la glándula del 
biso. Se denominan músculos retractores del biso, anteriores y posteriores (MARB, MPRB), y 
músculo posterior retractor del pie, y son responsables de la retracción del pie y de que el molusco 
pueda modular la tensión del biso y ajustar su proximidad a un sustrato (Bardales, 2008).   
 Los moluscos presentan un sistema circulatorio abierto y la hemolinfa desempeña diversas 
funciones, entre las que destacan el transporte de un pigmento respiratorio (la hemocianina), la 
defensa del organismo frente a patógenos y el soporte corporal, puesto que el hemocele funciona 
como un esqueleto hidrostático (Marshall y Williams, 1980; Durán et al., 1990; Brusca y Brusca, 
2005). Las células sanguíneas o hemocitos son células multifuncionales implicadas en: (i) 
regeneración de tejidos blandos y de la concha (Ruddell, 1971; Cheng, 1984); (ii) digestión y 
transporte de nutrientes y procesos de excreción (Feng et al., 1977; Narain, 1973); (iii) función 
defensiva, gracias a su capacidad para fagocitar partículas externas y patógenos (Moore y Lowe, 
1977; Cheng, 1981; Bayne, 1990; Cao et al., 2004); (iv) reconocimiento y degradación de agentes 
externos mediante la secreción extra o intracelular de lectinas y enzimas, o la producción de 
radicales libres (Moore y Gelder, 1985; Nappi y Ottaviani, 2000; Novas et al., 2004).  
 
1.10. Inmunidad: sistemas y respuestas inmunitarias 
La respuesta inmune ha sido definida tradicionalmente, como un sistema antimicrobiano no 
específico para autolimitar la respuesta inflamatoria (Miyajima et al., 1992). El sistema inmune en 
todos los animales comprende elementos celulares y humorales que interaccionan para proteger al 
organismo de patógenos, parásitos y células neoplásicas (Ratcliffe et al., 1985; Smith, 1991), de 
forma que todos los organismos manifiestan una capacidad determinada genéticamente para 
distinguir entre lo propio y lo extraño. Las bases moleculares para los mecanismos de 
reconocimiento y respuesta del efector varían según los niveles de organización biológica (Nappi y 
Ottaviani, 2000; Nappi y Vass, 2000; Nappi y Vass, 1993; Carton y Nappi, 1997). 
Los organismos multicelulares poco evolucionados sólo presentan un tipo de inmunidad, 
denominada innata que es exclusivamente celular y filogenéticamente más antigua que la 
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inmunidad adquirida, que está presente en organismos como peces (cartilaginosos y óseos), 
anfibios, reptiles, aves y mamíferos (Thompson, 1995). 
 
1.11. Células y tejidos del sistema inmune en invertebrados 
En el sistema circulatorio de invertebrados, se detecta una gran variedad de tipos de células 
sanguíneas (Ratcliffe y Rowley, 1979; 1981), las cuales, aparentemente, desempeñan funciones 
variadas como son transporte, almacenamiento, reparación de heridas y pigmentación, así como 
defensa del organismo. De acuerdo con su papel biológico poseen especializaciones estructurales, 
bioquímicas y de comportamiento.  
La inmunidad humoral incluye la activación de cascadas proteolíticas que finalizan en la 
opsonización y la síntesis de varios péptidos antimicrobianos (Meister et al., 1997, Hoffman et al., 
1999; Bulet et al., 1999; Engstrom, 1999). 
Las respuestas celulares son realizadas por hemocitos (Söderhäll y Smith, 1983, Smith y 
Söderhäll, 1983; 1991), los cuales poseen la capacidad de fagocitar patógenos y desarrollar el 
proceso de encapsulación de metazoos (Nappi y Vass, 1993; Carton y Nappi, 1997; Nappi y 
Ottaviani, 2000; Nappi y Vass, 2000).  
El análisis microscópico y funcional de los hemocitos sugiere fundamentalmente la 
presencia de tres tipos celulares: células hialinas, células semigranulares y células granulares 
(Söderhäll y Smith, 1983, Smith y Söderhäll, 1983; 1991). Las células hialinas carecen de grandes 
gránulos distintivos, presentando una gran actividad fagocítica (Bauchau, 1981; Smith y Söderhäll, 
1983). Son células pequeñas, con forma oval, sin pseudópodos, con escasa representación (sólo el 
25% del total) y con actividad de defensa citotóxica en la hemolinfa (Soares da Silva et al., 2002). 
Otros autores, afirman que en el citoplasma de este tipo celular aparecen algunos pequeños 
gránulos basófilos. Las células granulares y semigranulares son de mayor tamaño que las hialinas, 
presentando numerosos gránulos acidófilos, basófilos o incluso de ambos tipos (Carballal et al., 
1997). Estos gránulos intracelulares pueden descargarse al exponer a la célula frente a materiales 
no propios (Smith y Söderhäll, 1983). También presentan un núcleo excéntrico, pseudópodos, 
mitocondrias abundantes, y además son la población que aparece en mayor número, 
concretamente un 75% del total. La actividad peroxidasa desarrollada por las mitocondrias y la 
movilidad desempeñada por los pseudópodos, encontrada sólo en esta población celular de 
hemocitos, indica su supuesta implicación en la fagocitosis (Lanz et al., 1993; Glinski y Jarosz, 




1.12. Poblaciones celulares en hemolinfa de moluscos bivalvos 
Los hemocitos en invertebrados tienen una importancia clave en las reacciones de defensa 
de estos organismos (Pipe et al., 1997). Existen diferentes opiniones en relación al número y tipo de 
hemocitos en moluscos bivalvos, así como en su clasificación celular. La existencia de diversos 
tipos de clasificación se debe a la variabilidad de técnicas empleadas, que abarcan desde las 













La clasificación de hemocitos en Mytilus edulis, ha recibido históricamente considerable 
atención (Jones, 1846; Williams, 1852; Sabatier, 1877; Flemming, 1878; Kollmann, 1980; Feng et 
al., 1977; Moore y Lowe, 1977; Rasmussen et al., 1985; Pipe, 1990a; Koehn, 1991; Nöel et al., 
1994). En estudios iniciales, se clasificaron varias fases de su desarrollo incluyendo estados 
granulares finos y gruesos, así como células nucleadas, incluyéndose descripciones de 
aglomeraciones y la formación de pseudópodos (Jones, 1846). Una de las clasificaciones, describe 
la caracterización antigénica de dos subpoblaciones con anticuerpos monoclonales y reconoce tres 
clases de hemocitos (Pipe et al., 1997). 
 Los hemocitos de M. edulis pueden dividirse en dos grupos, basófilos y eosinófilos; en el 
primer grupo se incluyen células hialinas y granulares, mientras que en el grupo de los eosinófilos 
sólo se encuentran células granulares (Friebel y Renwrantz, 1995; Pipe et al., 1994). A su vez, los 
hemocitos granulares de M. edulis contienen dos tipos distintos de gránulos, que se diferencian en 
tamaño, contenido enzimático y características de tinción con lectinas (Pipe, 1990b; 1992; Dyrynda 
et al., 1997). 




En la hemolinfa de M. galloprovincialis han sido detectados dos tipos diferentes de células 
(Barcia et al., 1999; Cao et al., 2003, 2004a). En primer lugar, un grupo de células pequeñas 
redondeadas, denominadas células RH, con un núcleo que ocupa casi la totalidad de la célula y un 
pequeño volumen de citoplasma, que a veces es tan sólo un halo alrededor del núcleo (Figura 1.24). 
Esta morfología recuerda a las células RH aisladas a partir de hemolinfa de P. corneus (Ottaviani et 












El segundo tipo celular encontrado en hemolinfa de M. galloprovincialis, presenta un mayor 
tamaño y un citoplasma expandido (células SH) (Figura 1.25), siendo similares a las SH aisladas en 
P. corneus (Ottaviani et al., 1993a), recordando a su vez la estructura de macrófagos de 












Figura 1.24. Células RH de hemolinfa de Mytilus galloprovincialis Lmk. (Barcia et al., 1999; Cao et al., 
2003, 2004a). 





1.13. El lipopolisacárido bacteriano (LPS) y las citoquinas en la respuesta inmune 
 La respuesta inmune está regulada por múltiples y complejas interacciones entre moléculas, 
las cuales desencadenan señales de transducción intercelulares. Algunas de estas moléculas 
importantes en la respuesta inmunitaria son el lipopolisacárido bacteriano y las citoquinas (Goméz et 
al., 1998). 
 Al activar macrófagos, se desencadena la secreción, entre otros, de óxido nítrico (Ottaviani 
et al., 1997), citoquinas (Weiss et al., 2001; Zhang et al., 2005) y la activación de múltiples señales 
de transducción en las que están implicadas fosfolipasas, proteínas G, proteína quinasas, etc. (Liu 
et al., 1994; Sweet y Hume, 1996; von Knethen et al., 2005). Al igual que en vertebrados, los 
hemocitos de invertebrados responden a la acción del LPS mediante cambios conformacionales, 
incremento de la movilidad y liberación de óxido nítrico (Hughes et al., 1991a; 1991b; Lowestein et 
al., 1993; Xie et al., 1993). 
El lipopolisacárido o LPS es el principal componente de la membrana externa de bacterias 
Gram-negativas (Pipe et al., 1997; Lien et al., 2000) y posee la capacidad para activar macrófagos 
de vertebrados (Celada y Nathan, 1994; Chen et al., 2003; Khadaroo et al., 2003; Stout et al., 2005) 
y hemocitos de invertebrados (Ottaviani et al., 1995).  
La membrana externa de las bacterias Gram-negativas (figura 1.26) es asimétrica. Las 
caras interna y externa son diferentes y constan principalmente de lípidos y proteínas (Nikaid y 
Vaara., 1987; Hayashi y Wu, 1990; Dmitriev et al., 1999). Los lipopolisacáridos son componentes 
integrales de la membrana externa de estas bacterias y contienen un dominio hidrofóbico conocido 









La capa de lipopolisacáridos de la membrana externa está estabilizada por la asociación de 
cationes divalentes y representa una barrera permeable frente a factores de estrés externos (Vaara, 
1992). 
El lípido A representa el centro inmunoreactivo del LPS debido al reconocimiento altamente 
sensible de la estructura lipídica por numerosos componentes celulares y humorales de la 
inmunidad innata (Medzhitov y Janeway, 1998; Hoffmann et al., 1999; Medzhitov y Janeway, 2000). 
El LPS induce un amplio espectro de efectos biológicos en varios organismos eucarióticos. 
El blanco celular primario del LPS en mamíferos son los fagocitos de la inmunidad innata o natural, 




monocitos periféricos, macrófagos y neutrófilos, los cuales expresan el antígeno CD 14 así como 
TRL4 (Haziot et al., 1988; Kitcheus., 2000; Zhanf et al., 1999; Muzio et al., 2000).  
Los macrófagos llevan a cabo funciones críticas en el sistema inmune. Actúan como 
reguladores de la homeostasis y como células efectoras en la infección e intervienen en la curación 
de heridas (Celada y Nalhan, 1993). A diferencia de otras células del sistema inmune, los 
macrófagos muestran una pronunciada dualidad en su respuesta biológica; se hacen activos o no 
proliferan (Lari et al., 2007; Ferret-Bernard et al., 2004; Vairo et al., 1992). El LPS activa macrófagos 
e induce la secreción de metabolitos de ácido araquidónico, intermediarios del nitrógeno y 
citoquinas tales como el factor de necrosis tumoral (TNF-α), IL-1 e IL-6 (Adams y Hamilton, 1984; 
Morrison y Ryan, 1987), las cuales juegan un papel importante en la respuesta inmune.  
En macrófagos, el LPS desencadena la activación de varios caminos de transducción de 
señales en los que están implicados proteínas G, tirosina-quinasas, fosfolipasa C (PLC), proteína 
quinasa A (PKA) y proteína quinasa C (PKC) (Sweet y Hume, 1996; Fujihara et al., 1994; Liu et al., 
1994, Shapira et al., 1994). 
EL LPS también activa diferentes cascadas de proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPK), incluyendo las proteínas quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK) (Reimann et 
al., 1994; Weinstein et al., 1992). Para la actividad de MAPK es necesaria la fosforilación de 
residuos de tirosina y treonina (Boulton et al., 1991). ERK activa, fosforila y regula varias proteínas 
quinasas adicionales, componentes del citoesqueleto, fosfolipasa A2, y factores de transcripción 
nuclear (c-Jun) (Treisman, 1996). 
MAPK fosfatasa–1 (MKP-1) es un miembro inducible de doble especificidad (Charles et al., 
1993; Keyse y Emslie, 1992; Noguchi et al., 1993). MKP-1 defosforila residuos de tirosina y treonina 
en ERK1/2 (Alesi et al., 1993; Sun et al., 1993), de este modo permite la inactivación de estas 
quinasas. MKP-1 defosforila e inactiva c-Jun y p38 (Chun et al., 1996). La expresión de MKP-1 no 
es dependiente de la activación de MAPKs y ERK 1/2 en respuesta al LPS. En cambio, la inducción 
de esta fosfatasa necesita la activación de tirosina quinasas y de la isoforma ε de la PKC. Esto 
sugiere que, en macrófagos, la PKC ε juega un papel importante en el control negativo de la 





























El LPS estimula la actividad de la PKC en macrófagos de dos maneras. La primera, es 
rápida y ocurre sólo a altas concentraciones de LPS. La segunda manera es más lenta y tiene lugar 
tanto a dosis bajas como altas del efector. Además, hay una fuerte evidencia que sugiere que la 
PKC ε es la principal isoforma implicada en la respuesta de los macrófagos a la estimulación por 
LPS (Shapira et al., 1997). 
A su vez, las citoquinas representan un grupo diverso de moléculas que participan en la 
transducción de señales (Leonard y Lin, 2000) y estas señales, pueden ser de dos tipos, autocrinas 
y/o paracrinas (Gómez et al., 1998; Leonard y Lin, 2000). 
Figura 1.27. Control negativo de la actividad de MAPK a través de la inducción de la fosfatasa MKP-1. Las líneas 
sólidas representan interacción directa y las discontínuas representan la presencia de pasos intermedios. Las 



















 Tradicionalmente, han sido clasificadas según su origen o función y desde un punto de vista 
funcional, las citoquinas son: 
 
1. Redundantes, distintas citoquinas provocan la misma respuesta. 
2. Pleiotrópicas, la misma citoquina provoca diferentes respuestas. 
3. Sinérgicas, la combinación de dos o más citoquinas potencian su respuesta al actuar 
sobre un mismo tipo celular (Chyczewska y Mroz, 1997; Badovinac et al., 1998; Wald et 
al., 2001; Zhao et al., 2003). 
 
En animales superiores, las citoquinas están relacionadas con la inmunidad, la inflamación, 
el estrés y la regulación de la expresión de diversas proteínas (Arai et al., 1990; Blach-Olszewka, 
2005; Gobert et al., 2005). 
En invertebrados se han detectado moléculas similares a las citoquinas (Hughes et al., 
1992; Stefano et al., 1991; Ottaviani et al., 1993a; Granath et al., 1994), pero los hemocitos 
responden también a las citoquinas de vertebrados (Hughes et al., 1992; Ottaviani et al., 2004). 
 El empleo de TNF-α, IL-2, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de 
crecimiento transformante (TGF-β1) provoca cambios en la forma de los hemocitos, modifica la 
movilidad de estas células, incrementa la fagocitosis, promueve la síntesis de aminas biógenas 
(Hughes et al., 1991a; 1992; Ottaviani et al., 1994; Ottaviani et al., 1995; Cao et al., 2004a,b; 
2007a,b), induce las enzimas responsables de la síntesis de óxido nítrico (Novás et al., 2004; 
2007a,b,c) y es conocida la implicación del PDGF y del TGF-β1 en rutas de transducción de señales 
a través del fosfatidilinositol y AMPc (Ottaviani et al., 2004). Además, se ha detectado que un tipo 
celular presente en Mytilus galloprovincialis, concretamente, las células SH, expresan la cadena α 
del receptor de IL-2 (Barcia et al., 1999); mientras que en la membrana plasmática de hemocitos de 
algunas especies de insectos y de moluscos, han sido detectadas moléculas similares a los 
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 En los sistemas biológicos la fosforilación de proteínas es un mecanismo de regulación de 
las funciones celulares ampliamente extendido. En proteínas regulables, la fosforilación y 
defosforilación de residuos de serina, treonina y tirosina provocan cambios conformacionales y 
variaciones en sus propiedades biológicas (Hanks y Hunter, 1995). La proteína quinasa C ha sido 
descrita en diferentes especies de invertebrados, con características que las asemejan a isoformas 
presentes en mamíferos. Las mejores caracterizadas han sido Apl-I y Apl-II del gasterópodo Aplysia, 
que respectivamente serían isoformas de PKC βII, Ca2+ dependiente, y PKC ε, Ca2+ independiente 
(Kruger et al., 1991; Sossin et al., 1993).  
  
 En el presente trabajo se propone como objetivo global, el estudio en manto de mejillón M. 
galloprovincialis de alguna isoforma de las cPKCs descritas en otros organismos. 
 
 Este objetivo general puede dividirse en varios subobjetivos: 
 
1) Determinar la presencia de actividad cPKC en el manto del mejillón Mytilus galloprovincialis 
Lmk.  
 
2) Purificar y caracterizar bioquímicamente dicha isoforma de cPKC. 
 
3) Estudiar la distribución tisular de la isoforma cPKC purificada del mejillón M. 
galloprovincialis Lmk. y determinar su ubicación predominante en las fracciones citosólica y 
de membrana. 
 
4) Obtener anticuerpos policlonales específicos contra la isoforma cPKC purificada, como 
herramienta para el estudio de la enzima. 
 
5) Determinar la presencia de la isoforma cPKC purificada en los hemocitos del mejillón y 
estudiar el efecto de diferentes inductores (IL-2, PDGF y LPS) sobre la expresión de esta 
cPKC en los hemocitos de M. galloprovincialis Lmk.  
 
6) Realizar un estudio comparativo de los resultados obtenidos para la forma dependiente de 
calcio (cPKC) y los obtenidos para la forma independiente de calcio (p105). Para alcanzar 




 6.1. Purificar la isoforma nPKC (p105).   
 
 6.2. Completar el estudio cinético realizado por Mercado, (2001), para la enzima p105
 utilizando otros péptidos sustratos.    
 
 6.3. Estudiar el efecto producido por diferentes inductores (IL-2, PDGF y LPS) sobre la 
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3.1. Material  
 3.1.1. Material biológico 
 Mejillones de la especie Mytilus galloprovincialis (Lmk) fueron recogidos en la planta 
depuradora de la Ría de Betanzos, Galicia. Los moluscos fueron transportados al laboratorio en 
contenedores con agua de mar aireada. De los mejillones fueron diseccionados los tejidos de 
manto, branquias, hepatopáncreas, pie y músculo aductor posterior, que luego fueron congelados a 
-80ºC hasta su utilización.  
3.2. Reactivos 
 Los reactivos químicos generales fueron obtenidos de MERCK (Alemania), Prolabo, Sigma 
Chemical CO (St Louis, USA), Boehringer Mannhein (Mannhein, Alemania); Probus, Analema, 
SERVA FEINBIOCHEMICA Gmbh & CO.KG y Vorquímica (España). 
 Protamina sulfato, Histona III-S, MBP, péptido comercial KRTLRRL, PMA, L-α-fosfatidil-L-
Serina, Tris (hidroximetil) aminometano, Curcumina, Estaurosporina, SDS, EGTA, EDTA, BSA, β-
mercaptoetanol, penicilina G, anfotericina B, leupeptina, benzamidina, isopropanol, Azul de 
Coomassie R-250, marcadores de peso molecular preteñidos, fueron de Sigma Chemical Co, (St. 
Louis, USA). 
 La bisindolilmaleimida fue obtenida de Calbiochem (Canadá). 
 DE-cellulose intercambiador aniónico microgranular prehidratado (DE-52) fue obtenido de 
Whatman Scientific Ltda. 
 PMSF, HEPES, y ATP, fueron obtenidos en Boehringer Mannhein Bioproductos. 
 El medio de cultivo Leibovitz L-15 sin glutamina se obtuvo de la firma Biochrom KG (Berlín, 
Alemania). 
 Los reactivos de electroforesis, hidroxilapatito (Biogel HTP) y marcadores de peso molecular 
preteñidos, fueron obtenidos de Bio Rad. 
 La columna para la cromatografía de exclusión molecular (Superdex 200 HR 10/30) y el Kit 
actividad PKC BIOTRAK, fueron obtenidos de Amersham, Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). 
 Membranas ultrafiltración PM30 y filtros Millex (0,45 y 0,22 µm) fueron de Millipore. 
La membrana ImmobilonTM-P (PVDF) empleada para transferencia de proteínas se obtuvo 
de la firma Millipore [Bedford, MA, USA]. 
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Los anticuerpos monoclonales anti P-Serina y anti P-Tirosina desarrollados en ratón, anti 
IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) desarrollado en cabra y anti IgG de ratón 
conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) desarrollado en cabra fueron de Sigma Chemical CO. 
(St Louis, USA). Los anticuerpos policlonales, desarrollados en conejo y purificados por afinidad 
contra las isoformas (α, β) y  (δ, ε) de PKC fueron obtenidos de Sigma Chemical CO y Gibco BRL 
respectivamente.  
El (γ32P) ATP fue obtenido de Hartmann Analytic. 
El kit ECL®plus para la detección por quimioluminiscencia empleado en el Western-blotting 
fue proporcionado por Amersham Biosciences UK Limited, Little Chalfont Buckinghamshire, 
England); también se usó otro reactivo similar; Millipore Inmobilon™ Western, Chemiluminiscent 
HRP Substrate. 
El material fotográfico empleado fue de la firma Agfa (Curix R2). 
 Liquido de centelleo LS-275 de Ecoscinth, Atlanta, Georgia.  
 Los anticuerpos anti p105 de mejillón fueron sintetizados a partir de ratón en el laboratorio 
de Bioquímica y Biología Molecular de la Facultad de Veterinaria (Mercado et al., 2002a). 
3.3. Equipos y aparatos 
 • Cromatografías: FPLC® System, monitor de conductividad, UV-MII, bomba peristáltica y 
colector de fracciones Frac-100 de Pharmacia Biotech. 
 • Electroforesis: mini Protean III®, fuentes de alimentación PAC 3000, secador de geles MO 
543 y capturadores de imágenes Gel Doc 1000 y Versa Doc Imaging System MO 2000, todos de 
BIO RAD. 
 • Centrifugación de tejidos: Rotor modelo JA-20, Centrifuga Beckman modelo J2-21.  
• Tratamiento de hemocitos:  
El esterilizador de sólidos empleado fue de la casa Matachana, serie 500. 
Para la manipulación celular y del material en condiciones estériles se utilizaron dos 
campanas de flujo laminar modelos Telstar AH-100 y Uniflow UVUB 1200 BIOHAZARD 
respectivamente. 
Las centrifugaciones para el lavado de hemocitos así como para la obtención de lisados 
celulares se realizaron en centrífugas Centromix, Heraeus spatech/Biofuge A, Denver Instrument y 
BHG-Hermle Z229. 
La osmolaridad de las disoluciones se comprobó en un osmómetro de la casa Gonotec, 
modelo Osmomat 030. 
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Los microscopios utilizados en las observaciones celulares fueron Olympus CX40 y un 
microscopio invertido de la casa comercial Lan Optics. 
Las incubaciones de los anticuerpos a 4ºC y en movimiento continuo se realizaron en un 
mixing Rotor de la casa Renner GmbtH. 
El incubador de CO2 empleado para la estabilización de los cultivos de hemocitos fue de la 
marca Sanyo, modelo MCO-2OAIC. 
 • Otros: Espectrofotómetro PU UV/VIS Philips, Contador de centelleo Beckman LS6000TA, 




• Tampón de homogenización de tejidos (THT) para cPKC 
Tris – HCl    50 mM    pH  7.4  
EGTA     10 mM     
EDTA      2 mM     
Sacarosa             250 mM  
β- mercaptoetanol  10 mM 
Glicerol      10 %    
 
Purificación cPKC -Tampón A  
Tris – HCl     50 mM    pH  7.5 
EGTA    0,5 mM 
EDTA    0,5 mM  
β- mercaptoetanol   10 mM  
Glicerol      10 %  
 
Purificación cPKC -Tampón B 
Tris – HCl     50 mM    pH  7.5 
EGTA     0,5 mM 
EDTA    0,5 mM  
β- mercaptoetanol   10 mM 
Glicerol       10 %  
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Purificación cPKC -Tampón C 
Tris – HCl     50 mM    pH  7.5 
EGTA     0,5 mM 
EDTA    0,5 mM  
β- mercaptoetanol   10 mM 
Glicerol      10 %  
NaCl              400 mM 
Purificación cPKC -Tampón D  
Tris – HCl     50 mM    pH  7.5 
EGTA     0,5 mM 
EDTA    0,5 mM  
β- mercaptoetanol   10 mM  
NaCl     25 mM 
 
•Tampón de homogenización de tejidos (THT´) para nPKC   
Tris – HCl    50 mM    pH  8.0   
EGTA     10 mM  
EDTA      2 mM   
Sacarosa             250 mM   
β- mercaptoetanol  10 mM  
Glicerol      10 %  
 
Purificación nPKC - Tampón A´  
Tris – HCl     50 mM    pH  8.0 
EGTA     0,5 mM   
EDTA    0,5 mM  
β- mercaptoetanol   10 mM  
Glicerol       10 %  
 
 
Purificación nPKC - Tampón B´  
Tris – HCl     50 mM    pH  8.0 
EGTA     0,5 mM   
EDTA    0,5 mM  
β- mercaptoetanol   10 mM  
Glicerol       10 %  
NaCl     25 mM 
 
Purificación nPKC - Tampón C´  
Tris – HCl     50 mM    pH  8.0 
EGTA     0,5 mM   
EDTA    0,5 mM  
β- mercaptoetanol   10 mM  
Glicerol      10 %  
NaCl               400 mM 
 
 
Purificación nPKC - Tampón D´  
Tris – HCl     50 mM    pH  8.0 
EGTA     0,5 mM   
EDTA    0,5 mM  
β- mercaptoetanol   10 mM  
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Purificación nPKC - Tampón E´  
KH2PO4 - K2HPO4     50 mM    pH  7.5   
EDTA    0,5 mM 
EGTA    0,5 mM 
β -mercaptoetanol   10 mM 
Glicerol       10 % 
 
Purificación nPKC - Tampón F´ 
KH2PO4 - K2HPO4     300 mM    pH  7.5   
EDTA    0,5 mM 
EGTA    0,5 mM 
β -mercaptoetanol   10 mM 
Glicerol       10 % 
3.5. Electroforesis y Western Blotting 
Para elaborar los geles de poliacrilamida se emplearon las siguientes soluciones: 
 
 ◘ Solución A: 30 % acrilamida/bis 37,5/1 (2,6 % C). Mezcla comercial de Bio Rad. 
 ◘ Solución B: Tampón Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 
 ◘ Solución C: Tampón Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 
 ◘ Solución D: SDS 10 % (p/v) 
 ◘ Solución E: Persulfato Amónico 10 % (p/v) 
 ◘ Solución F: Temed (0,05%) 
 
 
• Tampón electroforesis (5x) (running buffer) 
Tris/HCl     124 mM pH  8.3  
Glicina      960 mM 




•Tampón de muestra 
Agua milli-Q®   1,5 ml 
Tris / HCl  0,5 M   pH 6.8 2,5 ml  
SDS 10%   0,8 g 
Glicerol    4,0 ml 
β -mercaptoetanol   2,0 ml 
Azul de bromofenol  0,2g 
 
 
• Tampón de transferencia  
Tris /HCl  25 mM 
Glicina   192 mM 
Metanol  10% 
 
• TTBS  pH  7.5 
Tris/HCl  20 mM 
NaCl   0,15 mM 
Tween 20 0,5ml 
 




• PBS   pH  7.4 
Na2HPO4  10 mM 
KH2PO4   2 mM 
NaCl   136 mM 
KCl   3 mM 
 
3.6. Métodos 
 3.6.1. Procedimientos generales 
Todas las manipulaciones de las células se realizaron en condiciones estériles. La 
esterilización de la solución antiagregante de Alsever (ALS) (Nöel et al., 1993) se hizo por filtración a 
través de membranas Millipore de 0,22 μm. 
 
 3.6.2. Extracción de hemolinfa y obtención de hemocitos 
Se limaron las valvas del mejillón de forma que se permitiese la entrada de una aguja 
directamente hasta el músculo aductor. 
 La hemolinfa fue extraída del músculo aductor con una aguja y una jeringa de 2 ml que 
contenía 1 ml de ALS (ver figura 3.1).  
 
 Figura 3.1. Imagen en la que se representa el proceso de extracción de hemolinfa del mejillón 
mediante la incisión en el músculo aductor tras el limado de las valvas. 
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Esta operación se repitió el número de veces necesario hasta extraer el volumen máximo 
posible de hemolinfa. Se realizaron extracciones hasta obtener aproximadamente 1x106 hemocitos 
para cada uno de los ensayos realizados. Cada ensayo se realizó por duplicado y los experimentos 
se repitieron tres veces.  Para la extracción 1x106 de células se requieren entre 3 y 5 mejillones. El 
recuento de dichas células se realizó en una cámara de Neubauer empleando Trypan Blue como 
colorante vital. 
 
 3.6.3. Estabilización de hemocitos de mejillón 
La hemolinfa extraída fue centrifugada durante 10 minutos a 2000 r.p.m., recogiéndose el 
precipitado para ser tratado con ALS y eliminar posibles impurezas de las muestras. Se repitió el 
procedimiento una vez, eliminándose el sobrenadante. 
 Posteriormente, se añadió medio Leibovitz suplementado con L-glutamina y FCS a los 
hemocitos (por cada 500.000 células se añadió 1ml de medio Leibovitz). Las células se estabilizaron 
durante 3 días a una temperatura constante de 20ºC (Cao et al., 2003).  
 
 3.6.4. Preparación de ALS (pH 7.0; Osmolaridad 1000 mOs)  
 
 Glucosa   20.8 g / l 
 Citrato sódico        8 g / l 
 EDTA    3.36 g / l 
 Cloruro sódico   22.5 g / l 
 
Esta disolución se guardó a 4ºC en un frasco estéril y para tomar alícuotas de éste se 















 3.6.5. Preparación del medio de cultivo celular (pH 7.0, Osmolaridad 1000 mOs) 
  
  Medio Leibovitz L-15 sin  L-glutamina y FCS 
 
NaCl       20.2 g / l 
KCl      0.54 g / l 
CaCl2·2H2O       0.6 g / l 
MgSO4·7H2O          1 g / l 
MgCl2·6H2O       3.9 g / l 
Glucosa                  20.8 g / l 
Penicilina G     100 unidades / ml 
Estreptomicina     100 μg / ml 
Gentamicina      40 mg / ml 




Suero bovino fetal (FCS)    10%  
L-glutamina     1%  
 
Esta disolución se guardó a 4ºC en un frasco estéril y para tomar alícuotas de este se 
tomaron las precauciones oportunas para mantener las condiciones estériles.  
Este medio fue el que se empleó para mantener en cultivo los hemocitos en los diferentes 
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 3.6.6. Preparación de tampones de extracción de proteínas de Citosol y Membrana 
En un erlenmeyer se prepararon las siguientes disoluciones (100 ml): 
 
      Citosol               Membrana 
 
20 mM Hepes  pH = 7.4  
5   mM EDTA 
20 mM Pirofosfato  sodico 
30 mM NaF 
0,5 % Triton X-100  
 
 
20 mM Mes  pH = 6.5  
2   mM EDTA 
10   mM EGTA 
250 mM Sacarosa 
10 mM β-mercaptoetanol  
10% Glicerol 
1% Triton X-100  
 
Estas disoluciones se guardaron a 4ºC para su posterior utilización en los distintos 
experimentos. 
 
 3.6.7. Preparación de lisados de hemocitos 
Las suspensiones celulares de hemocitos obtenidos tal como se han descrito anteriormente 
fueron lavadas con ALS centrifugándose durante 10 min a 2000 r.p.m. a temperatura ambiente. Esta 
operación se repitió dos veces. 
A los hemocitos resultantes, se les añadieron 100 μl de tampón de lisis citosólico y un 
cóctel de inhibidores de proteasas (PMSF, Benzamidina, Aprotinina, Pepstatina A) y se agitaron en 
el mixing rotor durante 20 minutos. 
Transcurrido dicho tiempo, se centrifugaron las muestras durante 6-10 min a 10.000 r.p.m. y 
se recogió el sobrenadante. Este último se  mezcló con tampón de muestra en la proporción 1:4 
(v:v). Para 100 μl de sobrenadante recogido se añaden  300 μl de tampón de muestra. 
Las muestras tratadas con tampón de muestra, se calentaron en un baño a 90ºC durante 5 
min, fueron enfriadas en hielo de forma inmediata y se congelaron hasta su uso. 
En cuanto al precipitado, se le añadió 100 μl de tampón de lisis de membrana y se 
realizaron las mismas operaciones descritas anteriormente para la solución citosólica (agitación en 




el mixing rotor, centrifugación, recogida del sobrenadante, mezcla con tampón de muestra 1:4 (v/v), 
calentamiento en un baño 90ºC – 5 minutos y congelación hasta su utilización. 
 
 3.6.8. Obtención de extractos celulares 
 Todos los procesos de homogenización de tejidos se llevaron a cabo utilizando un potter de 
vidrio y émbolo de teflón, a 4ºC. 
 3.6.9. Homogenización del manto de mejillón 
 El tejido de manto se homogenizó en tampón THT 1:1 (p/v). Posteriormente el homogenado 
fue centrifugado a 20.000 x g durante 20 minutos y a 4ºC. El sobrenadante así obtenido fue pasado 
por lana de vidrio y filtrado, al que se denominó como extracto crudo (EC). Éste se utilizó para la 
purificación de la enzima, descartando el precipitado.  
3.6.10. Determinación de la concentración proteica 
 Se usó el método de Bradford (1976), basado en la fijación sobre las proteínas del colorante 
Azul de Coomassie. Se preparó una solución del colorante al 0,01 % en 50 ml de etanol al 95 %, a 
la que se añadió 100 ml de una solución de ácido fosfórico al 85 % (p/v), que finalmente se aforó a 
un litro con agua destilada. El reactivo se conservó a temperatura ambiente y antes de cada uso fue 
filtrado a través de papel de filtro Wathman Nº1. 
 Para cada medición de concentración de proteínas en muestra, se hizo una escala de 
calibrado con BSA. 
 
3.7. Purificación de cPKC 
 Durante todo el proceso de purificación, las columnas de cromatografía se usaron 
conectadas a un sistema FPLC® (FAST PROTEIN LIQUID CHROMATOGRAPHY) (Pharmacia). 
 El extracto crudo fue cargado en una columna de intercambio iónico DE52 (Volumen = 0,5 
litros)  que había sido previamente equilibrada con tampón A. La columna fue lavada con 2,2 litros 
de tampón A. Posteriormente se pasaron 400 ml de tampón B (25 mM de NaCl). Finalmente las 
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proteínas fueron eluidas con 400 ml de tampón (B, C) en un gradiente lineal entre 25-400 mM. El 
flujo de elución fue de 1 ml/min y el volumen de las fracciones fue de 5 ml. 
 Se midió la absorbancia a 280  nm de todas las fracciones y se midió actividad cPKC en las 
mismas. Las fracciones que mostraron actividad fosforilante Ca-dependiente sobre el péptido 
(VRKRTLRRL) fueron reunidas y concentradas hasta 10 ml en celdas de ultrafiltración con filtros 
PM30 (Amicon). 
 El concentrado fue inyectado en una columna de filtración en gel Superdex 200 HR 10/30 
previamente equilibrada con tampón D. Se usó un flujo de 0,5 ml/min y el volumen de las fracciones 
fue de 0,5 ml. En los eluidos se registró la absorbancia a 280 nm y se midió la actividad cPKC. 
Aquellas fracciones con actividad quinasa fueron reunidas y concentradas a 2 ml, mediante un 
sistema de ultrafiltración similar al citado anteriormente. 
 Las fracciones con actividad cPKC, fueron sometidas a SDS-PAGE 10%, para comprobar la 
pureza de la muestra. Posteriormente fueron concentradas y congeladas a -20ºC. 
 
3.8. Purificación de nPKC 
 Al igual que en el caso anterior, las columnas de cromatografía se usaron conectadas a un 
sistema FPLC® (FAST PROTEIN LIQUID CHROMATOGRAPHY) (Pharmacia). 
 El extracto crudo fue cargado en una columna de intercambio iónico DE52 (Volumen = 0,5 
litros) previamente equilibrada con tampón A´. La columna fue lavada con 2,2 litros de tampón A´. 
Posteriormente se pasaron 400 ml de tampón B´ (NaCl 25 mM). Finalmente las proteínas fueron 
eluidas con 400 ml (tampón B´, C´) en un gradiente lineal de NaCl entre 25-400 mM. El flujo de 
elución fue de 1 ml/min y el volumen de las fracciones fue de 5ml. 
 Se midió la absorbancia a 280 nm de todas las fracciones y se midió la actividad nPKC en 
las mismas. Las fracciones que mostraron actividad fosforilante Ca2+-independiente sobre el péptido 
(VRKRTLRRL), fueron reunidas y dializadas contra tampón B´ durante toda la noche a 4ºC. El 
dializado fue concentrado hasta 10 ml, en celdas de ultrafiltración con filtros PM30 (Amicon). 
 El concentrado fue inyectado en una columna de exclusión molecular Superdex 200 HR 
10/30 previamente equilibrada con tampón D´. Se usó un flujo de 0,5 ml/min y el volumen de las 
fracciones fue de 0,5 ml. En los eluidos se registró la absorbancia a 280 nm y se midió la actividad 
nPKC. Aquellas con actividad quinasa fueron reunidas y concentradas a 2 ml, mediante un sistema 
de ultrafiltración similar al citado anteriormente. 




 El concentrado obtenido a partir de los eluidos en la cromatografía de filtración en gel fue 
llevado a una columna de cromatografía de hidroxilapatito (HTP) previamente equilibrada con dos 
volúmenes de tampón E´. La columna fue lavada con 15 ml de tampón E´ y posteriormente se 
aplicaron 30 ml de un gradiente lineal de fosfato de potasio entre 50-300 mM (tampones E´, F´). 
Para terminar se lavó la columna con 20 ml con un gradiente 300-600 mM de tampón fosfato pH: 
7´5. Las fracciones con actividad nPKC, fueron sometidas a SDS-PAGE 10 %, para comprobar la 
pureza de las muestras. Posteriormente fueron concentradas y congeladas a -20ºC. 
3.9. Ensayos de actividad PKC  
 La actividad enzimática fue medida mediante la incorporación de (γ32P) desde (γ32P)-ATP al 
sustrato proteico. Durante la purificación de la enzima se usó el péptido (VRKRTLRRL), que resultó 
ser el mejor sustrato en una purificación parcial previa. Luego en los ensayos de cinética enzimática 
y otros, fueron utilizados: Péptido (VRKRTLRRL), Protamina sulfato, Histona III-S, MBP, péptido 
[KRTLRR]. La mezcla de reacción en un volumen de 55 µl en Tris/HCl 50 mM (pH 7,5) a 4ºC, 
contenía: acetato de calcio 1,2 mM, fosfatidil L-serina 34 µg/ml, PMA 2,7 µg/ml, DTT 3,4 mM, 
péptido sustrato 100 mM, MgCl2 0,31 mM, ATP 0,11 mM, (γ32P) ATP (3,6 µCi/ml) y 25 µl de la 
muestra. La reacción se incubó durante 15 minutos a 37ºC y se paró con 10 µl de ácido 
ortofosfórico 300 mM. Los tubos fueron centrifugados 3 segundos a 2.500 rpm y 35 µl de muestra 
fueron pipeteados en discos de fosfocelulosa (p81). Los discos fueron lavados 3 veces durante 5 
minutos con 10 ml, por disco, de ácido ortofosfórico 75 mM, secados 5 minutos y depositados en 
viales. Se les añadió 4 ml de líquido de centelleo, y se obtuvieron las cuentas por minuto (cpm) en el 
contador de partículas β.  
 La actividad cPKC se obtuvo por la diferencia entre las cpm (Muestra con Ca2+) - cpm 
(Muestra sin Ca2+). Para determinar la actividad específica de tipo nPKC se reemplazó en la mezcla 
de reacción el acetato de Ca2+ por EGTA 10 mM. La actividad nPKC se obtiene directamente.  
 La miliunidad (mUI) de actividad PKC se definió como la cantidad de enzima capaz de 
transferir un pmol de fosfato, desde ATP, al péptido sustrato bajo las condiciones de ensayo que se 
indican en cada caso (Barcia et al., 1997). 
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* Relación entre el volumen pipeteado (25 µl) y el utilizado como unidad internacional (1ml). 
* * La actividad específica se valoró en cada medición. Este valor corresponde al promedio de 
las cpm para 300, 600 y 900 pmol de ATP. Se trabajó normalmente con valores entre   75-150 
cpm/pmol. 
      * * *  Tiempo de reacción. 
 
3.10. Obtención de anticuerpos 
 3.10.1. Inmunización y recolección del suero 
 Con el fin de obtener anticuerpos contra la enzima p60, la proteína pura se inyectó 
subcutáneamente en dos conejos blancos de Nueva Zelanda. La inmunización inicial se realizó con 
el adyuvante de Freund´s completo (CFA) y las subsiguientes inmunizaciones se realizaron con el 
adyuvante de Freund´s incompleto (IFA). Se realizó un presangrado inicial en cada animal que fue 
tomado como control. Los conejos se inmunizaron los días 0, 14, 28, 42, 56 y 70. En la primera 
inmunización se utilizaron 200 µg de antígeno y en las siguientes 100 µg. Se realizaron 4 
sangrados de 5 ml cada uno de ellos en los días 0, 49, 63 y 77. El último día se procedió al 
sangrado completo de los dos conejos obteniéndose 65 y 67 ml de suero respectivamente. El suero 
obtenido es impuro y contiene un número diferente de isotipos (IgG, IgM y IgA). Se realizaron 
diversas pruebas con el suero obtenido siendo los resultados satisfactorios por lo que no se 
procedió a la separación de los diferentes isotipos de IgGs.      
 
3.11. Electroforesis para proteínas en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato sódico (SDS-
PAGE) 
 Todas las muestras de proteínas fueron analizadas en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) de acuerdo al método de Laemmli (1970). 
 Este método se basa en la exposición de la mezcla de proteínas a un campo eléctrico, de 
forma que las moléculas cargadas migrarán al electrodo de polaridad opuesta. La movilidad de las 
moléculas dependerá de la viscosidad del medio, del tamaño, de la forma y de la carga de la 
molécula. La velocidad de desplazamiento electroforético de una partícula dependerá 
principalmente de los grupos ionizables que existan sobre superficie, y naturalmente, del signo y 




magnitud de la carga de dichos grupos, lo que a su vez dependerá de la fuerza iónica y del pH del 
medio (Nakai y Wayne, 1996).  
 La muestra de proteínas se trata con β - mercaptoetanol, que asegura la separación de las 
cadenas proteicas. 
 Además se añade otro reactivo -el SDS: dodecil sulfato sódico-, un detergente que rodea la 
proteína en una cantidad proporcional a su masa molecular y le confiere carga negativa. Con ello se 
consigue que la proteína migre hacia el ánodo, de forma inversamente proporcional a su masa y sin 
depender de su carga intrínseca (Lozano y Tudela, 1988).  
 Se usó tampón de muestra para electroforesis 4x. Las muestras antes de ser cargadas en el 
gel fueron hervidas a 90ºC durante 5 min, fueron enfriadas en hielo de forma inmediata y se 
congelaron hasta su uso. 
 
 3.11.1. Composición de los geles 
 Gel separador (10%) 
   
Agua milli Q®   4,05 ml 
Tampón Tris-HCl 1,5 M pH 8,8   2,5 ml 
Acrilamida 30 %    3,3 ml 
SDS 10 %    100 μl 
Temed 0,05 %        5 μl 
Persulfato Amónico 10 %    50 μl 
 
 Gel concentrador (4%) 
 
Agua milli Q®     6,1 ml 
Tampón Tris-HCl 0,5 M pH 6,8   2,5 ml 
Acrilamida 30 %    1,3 ml 
SDS 10 %     100 μl 
Temed 0,05 %       10 μl 
Persulfato Amónico 10 %     50 μl 
 
El gel separador es el que se encuentra en mayor proporción, y que sirve para separar las 
proteínas de las muestras, según su tamaño. En función del porcentaje de acrilamida / bisacrilamida 
presente en la mezcla, se puede modificar el tamaño del poro del gel, del cual dependerá la 
dificultad de desplazamiento que encuentren las moléculas de muestra sometidas a electroforesis. 
En general, a menor porcentaje de acrilamida / bis, mayor porosidad del gel, y en 
consecuencia, menor dificultad de desplazamiento de las moléculas a su través. 
El gel concentrador es el de menor proporción de acrilamida. Se añade para concentrar las 
proteínas en un mismo frente, desde el cual se pueda medir la distancia recorrida por cada una. 
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 3.11.2. Preparación de los geles 
 Todo el material debe ser limpiado cuidadosamente con alcohol etílico. Una vez montados 
los cristales de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se depositó la mezcla correspondiente 
al gel de poliacrilamida de la mayor proporción o gel separador. 
 El depósito se realizó con cuidado para evitar la formación de burbujas. Se añadieron 100 
μl de isopropanol y una capa de agua destilada para evitar la formación del menisco. 
 Una vez polimerizado el gel, se retiró el isopropanol y se lavó con agua destilada para 
eliminar posibles restos de alcohol. Se depositó el gel concentrador. En ese momento, se introdujo 
el peine entre los cristales para formar los pocillos de muestras y se dejó polimerizar. Una vez 
equilibrado el gel, se cargaron las muestras y los marcadores de peso molecular. La carga se ajustó 
a 30-50 μl de muestra por pocillo. Se rellenaron las cubetas con tampón de electroforesis y se 
conectó al alimentador de corriente. 
 La electroforesis se realizó unos 70 min con un voltaje de 150 V y a temperatura ambiente. 
 Cuando el marcador de la electroforesis llega a unos 2 mm del extremo inferior del gel se 
corta el paso de corriente y se extrae el gel. 
 
 3.11.3. Tinción de los geles 
 a) Tinción con solución de Coomassie 
 
Las soluciones utilizadas para la tinción y el desarrollo de los geles son las siguientes: 
  
 Solucion de tinción    Solución de desteñido 
 Coomasie R-250 10 %   Metanol  40 % 
 Metanol   20 %   Ácido acético  10 % 
 Ácido acético    7 %             
 
 Tras extraerse el gel, se procede a su tinción con una solución de Coomasie al 10 %. Es 
conveniente agitar para facilitar la buena penetración de la solución en el gel.  
 Una vez teñido, se aplica sobre el gel una solución de desteñido, compuesta de 40 % 
metanol y 10 % ácido acético. El desteñido se realiza durante 3 horas aproximadamente. 
Realizándose sucesivos lavados del gel durante el proceso. 




 b) Tinción con solución de Plata 
 
 Una vez ha concluida la electroforesis, se retiran los geles y se lavan con una solución 
fijadora durante 20 minutos, la solución para dos mini-geles sería la siguiente:  
 
 Metanol     200 ml     
 Ácido acético       40 ml 
 Concentrado reforzador del fijador     40ml 
 Agua milli-Q     120 ml 
 
 Transcurridos los 20 minutos se retira la solución fijadora y se hacen cuatro lavados con 
agua milli-Q. Posteriormente se prepara la siguiente mezcla: 
 
             Agua milli-Q                           35 ml 
 Solución de Plata       5 ml 
 Solución Reductora      5 ml 
 Solución para el revelado de la imagen                  5 ml 
 
 Inmediatamente después se añaden a la mezcla 50 ml  de solución aceleradora del 
desarrollo. Esta solución debe añadirse rápidamente a los geles y estos se mantienen en agitación 
permanente durante unos 20 minutos. A los 15 minutos las bandas comienzan a ser visibles, 
aunque esto dependerá de la cantidad de muestra cargada. Una vez que las bandas buscadas se 
ven completamente nítidas se añade la solución de parada de la reacción (5% de ácido acético), y 
se mantienen en agitación permanente durante 15 minutos como mínimo. Finalmente se quita esta 
solución de parada y se añade agua milli-Q para lavar los posibles restos. 
  
 
 3.11.4. Determinación del peso molecular de las proteínas. Electroforesis 
 Se puede estimar el peso molecular de las proteínas que componen las muestras a partir de 
una curva de calibrado representando el logaritmo del peso molecular de los marcadores frente a su 
Rf. 
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El valor de Rf de dichas moléculas proteicas se determinó por el cociente entre la distancia 
de migración de cada proteína y la distancia recorrida por el frente de la electroforesis. 
Como proteínas de peso molecular conocido se utilizaron proteínas preteñidas de la firma 
Sigma. 
Una vez calculados los valores de Rf correspondientes a los marcadores, se efectuó la 
presentación del logaritmo del peso molecular frente a los Rf, obteniéndose una recta de pendiente 
negativa, sobre la cual se pueden interpolar los valores obtenidos de Rf de las proteínas de las 













 3.12. Western Blotting 
 Para los ensayos, los polipéptidos presentes en geles de poliacrilamida, fueron 
electrotransferidos (Towbin et al., 1979) a membranas de PVDF®, previamente hidratadas y 
acondicionadas con metanol, agua Mili-Q y tampón de transferencia. Las transferencias se 
realizaron a 60 v, 250 mAmp, durante 6 horas a 4ºC o durante toda la noche a 30 v. Las membranas 






























 Las diluciones de los anticuerpos específicos utilizados fueron las siguientes:  
 
Anticuerpo primario Dilución Anticuerpo secundario Dilución 
Anti p 105 1:1.000 Anti-IgG de ratón- HRP 1:1.000 
Anti p 60 1:10.000 Anti-IgG de conejo-HRP 1:10.000 
Anti P-Serina 1:500 Anti-IgG de conejo-HRP 1:10.000 
Anti P-Tirosina 1:500 Anti-IgG de conejo-HRP 1:10.000 
 
 Después de cada incubación con anticuerpos se lavó con abundante TTBS en agitación 4 x 
10 min a 4ºC. 
 Se reveló la presencia de bandas reactivas con el kit de luminiscencia ECL®. 
 
 
3.13. Cálculo del peso molecular de las proteínas. Cromatografía en Columna Superdex 200 
HR 10/30 
 Se realizaron varios calibrados con marcadores de peso molecular conocido, como paso 
previo a la purificación de las proteínas cPKC y nPKC para calibrar la columna y comparar el 
resultado obtenido con los pesos calculados a partir de las electroforesis.   
 
 Se obtuvieron los siguientes resultados: 
 
Blue Dextrano                 2000 kDa 
Catalasa         232 kDa 
Aldolasa       158 kDa 
Albumina Bovina        66 kDa 
Ovoalbumina             43 kDa 

























3.14. Método estadístico 
El análisis de los datos se realizó con el programa estadístico InStat™GraphPad 
Software, Inc, San Diego, U. S.A. El programa utilizó el test de Student ó test t. 
Este test fue desarrollado por William Gosset en 1908, y perfeccionado por Sir R. Fisher 
en 1926, siendo Gosset quien firmaba algunos artículos con el seudónimo de Student y por eso 
el nombre con que se conoce (test de Student ó test t). Este test nos permite, basándonos en la 
desviación estándar, determinar si existen diferencias significativas en la variable que 
analizamos en dos grupos, con individuos o muestras distintas para cada grupo (test t no 
pareado) o cuando tenemos el mismo grupo, evaluado con un antes y después (test t pareado). 
Es un test que permite decidir si dos variables aleatorias normales (gausianas) y con la misma 
varianza tienen medias diferentes. Dada la ubicuidad de la distribución normal o gausiana el test 
puede aplicarse en numerosos contextos, para comprobar si la modificación en las condiciones 
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 y = - 0,092338·x + 6,462   r = 0,983




de la media poblacional. El test opera decidiendo si una diferencia en la media muestral entre 
dos muestras es estadísticamente significativa, para poder afirmar que las dos muestras 
corresponden a distribuciones de probabilidad de media poblacional distinta, o por el contrario 
afirmar que la diferencia de medias puede deberse a oscilaciones estadísticas azarosas. 
 La eficacia del test aumenta con el número de datos del que constan las dos muestras, en 
concreto con el número de grados de libertad conjunto de las dos muestras, este número viene 
dado por GL = N1 + N2 − 2 (siendo Ni el tamaño muestral, es decir, el número de datos en cada 







 Mediax =   S = Desviación estándar  N = Número de datos  
 
 Y este valor se compara con un valor de referencia basado en el número de grados de 
libertad y el nivel de significación. Dicho valor de referencia se obtiene a partir de la distribución t de 
Student. 
 Al comparar las 2 medias, frecuentemente se supone que el nivel de significación α sea 
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4.1. Purificación parcial de PKC 
 La realización de una purificación parcial de la PKC de manto de M. galloprovincialis, 
permitió establecer los primeros parámetros para la purificación de las enzimas. La cromatografía de 










Figura 4.1. Cromatografía sobre DE-52 del extracto crudo (EC) de manto de M. galloprovincialis. La actividad 
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4.2. Actividad Enzimática 
  4.2.1. cPKC 
 Los valores de cinética enzimática recogidos en la tabla 4.1, muestran que el péptido 
(VRKRTLRRL) es el mejor sustrato para la enzima cPKC, parcialmente purificada, por lo que se usó 
posteriormente en los ensayos de purificación. El valor de Km obtenido para la cPKC utilizando MBP 
resulta cercano al obtenido usando el péptido (VRKRTLRRL), sin embargo con el péptido 
(VRKRTLRRL) la cPKC puede trabajar en condiciones de mayor velocidad máxima. Utilizando 
protamina sulfato se obtuvo el valor de Km más bajo y por tanto es el sustrato por el que la enzima 
muestra la mayor afinidad, sin embargo la velocidad máxima obtenida con este sustrato es casi 100 






(mUI / ml) 
HISTONA III S 237,98 46,948 
MBP 69,413 19,047 
PROTAMINA SULFATO 13,46 4,58 
PÉPTIDO ( KRTLRR ) 841,9 500 
PÉPTIDO ( VRKRTLRRL ) 68,12 400 
 
 4.2.2. nPKC 
 El mejor sustrato para la nPKC fue la protamina sulfato y el peor la MBP. Los valores de Km 
obtenidos con el péptido KRTLRR y con la Histona III S están próximos al obtenido si se utiliza 
protamina sulfato como sustrato, pero ésta última permite que la nPKC desarrolle una mayor 
velocidad máxima (tabla 4.2). Con el péptido VRKRTLRRL la nPKC desarrolla unas buenas 
condiciones de velocidad máxima pero el valor de Km es mucho mayor que el obtenido para los 
otros sustratos ensayados, es decir, la nPKC muestra poca afinidad hacia éste.              
Tabla 4.1. Parámetros de cinética enzimática, medidos en eluidos de DE52, para diferentes sustratos de PKC. Los 










4.3. Purificación y Caracterización Bioquímica de una PKC dependiente de Ca2+ 
 4.3.1. Purificación de cPKC 
 Mediante dos cromatografías, se purificó a partir de manto de M. galloprovincialis, una 
proteína con actividad quinasa sobre el péptido (VRKRTLRRL), dependiente de Ca2+ y activada por 
la presencia de fosfatidil L-serina y PMA. 
 En la cromatografía con DE52 (figura 4.2.A.) se observa 1 pico activo de cPKC, cuando se 
pasa una solución de NaCl 25 mM. Las fracciones activas fueron concentradas y sometidas a una 
cromatografía de exclusión molecular con la columna superdex 200, en la que se detectó 
nuevamente un pico con actividad cPKC (figura 4.2.B.); en cuatro de las fracciones recogidas: 16, 






(mUI / ml) 
HISTONA III S 77,44 400 
MBP 21,55 11,09 
PROTAMINA SULFATO 34,5 1250 
PÉPTIDO ( KRTLRR ) 39,62 270,27 
PÉPTIDO ( VRKRTLRRL ) 2244,5 5000 
Tabla 4.2. Parámetros de cinética enzimática, medidos en eluidos de DE52, para diferentes sustratos de PKC. Los 
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Figura 4.2. Purificación de la isoforma de cPKC, activada por lípidos y dependiente de Ca2+. El sustrato para la quinasa 
fue el péptido (VRKRTLRRL). A. Cromatografía de intercambio iónico, sobre DE-52, del EC obtenido del manto de 
mejillón M. galloprovincialis. B. Cromatografía de exclusión molecular con la columna Superdex 200 HR 10 / 30. C. 
SDS / PAGE 10%, teñido con azul de Coomassie, se cargaron 15 μg proteína / calle.      
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 La electroforesis de las fracciones recogidas en la cromatografía de exclusión molecular 
realizada con la Superdex 200, muestra claramente cómo va apareciendo en la fracción 16 un 
polipéptido de aproximadamente 60 kDa, que luego es muy notorio en las fracciones 18 y 19, éstas 
últimas son también las que presentan mayor actividad cPKC (Figura 4.2.B y C).  
 La figura 4.3 evidencia como al realizar dos pasos cromatográficos sucesivos: columna de 
intercambio iónico (DE52) y gel filtración (Superdex 200) se consigue purificar un polipéptido de 
unos 60 kDa a partir del extracto crudo de manto del mejillón. En el eluido, obtenido de la 
cromatografía de exclusión molecular con la Superdex 200, solo se observa una banda. 
 
  
Además de la tinción con Coomassie, los geles fueron teñidos con una solución de nitrato 
de plata (imágenes no mostradas), observándose una única banda en la calle 3 correspondiente al 
eluido  de la Superdex 200. El método de purificación descrito ha permitido obtener una proteína 
con actividad quinasa dependiente de lípidos / PMA y dependiente de Ca2+. Mediante los dos pasos 
cromatográficos descritos se obtuvo la enzima purificada 1555,52 veces (Tabla 4.3).  
 
 
Figura 4.3. SDS-PAGE 10% teñido con azul de Coomassie. Pasos de purificación de la isoforma de cPKC de manto de 
Mytilus galloprovincialis. PM. Marcadores de peso molecular, 1. EC, 2. DE52, 3. Superdex 200. Se cargaron 15 µg de 
proteína / calle.  
























(mUI / mg) 
 
Purificación 
EC 320 19484,8 716,8 0,036 1 
DE52 9,5 8,3163 110,618 13,3013 369,5 
SUPERDEX 200 4 0,3262 18,267 55,999 1555,52 
 




 Del análisis de la electroforesis (figura 4.3) y de la cromatografía de exclusión molecular 
realizada con la columna Superdex 200 de la proteína purificada se obtuvo el valor del peso 
molecular aproximado de la enzima, que correspondió a 60 kDa. La proteína quinasa  cPKC 
purificada, en adelante será considerada como p60.  
 
4.4. Purificación y Caracterización Bioquímica de una PKC independiente de Ca2+ 
 4.4.1. Purificación de nPKC 
 Mediante tres cromatografías, se purificó, a partir de manto de M. galloprovincialis, una 
proteína con actividad quinasa sobre el péptido (VRKRTLRRL), que requiere la presencia de 
fosfatidil L-serina, estimulada por PMA e independiente de Ca2+. 
 En la cromatografía con DE52 (figura 4.4) se observa 1 pico con actividad nPKC, cuando se 
pasa una solución de NaCl 25 mM. Las fracciones activas fueron concentradas y sometidas a una 
cromatografía de exclusión molecular con la columna Superdex 200, en la que se detectó 
nuevamente, un pico con actividad quinasa (figura 4.5.A); las fracciones 13 y 14 fueron recogidas y 
concentradas mediante ultra-filtración.  
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 La muestra concentrada fue cargada sobre hidroxilapatito (HTP). Se eluyó un pico de 
actividad nPKC cuando la concentración de fosfato de potasio se incrementó de 50 mM hasta 300 
mM (Figura 4.5.C). 
 La electroforesis de las fracciones recogidas en la Superdex 200, muestra claramente cómo 
va apareciendo en la fracción nº 12 un polipéptido de aproximadamente 105 kDa, que luego es más 
notorio en las fracciones 13, 14, 15 y 16; la fracción nº 14 es la que presenta mayor actividad nPKC 
(Figura 4.5.B). En las electroforesis de las fracciones recogidas en la cromatografía de 
hidroxilapatito para el pico activo de nPKC se detectó una única banda de proteínas con un peso de 
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Figura 4.4. Purificación de la isoforma nPKC, activada por lípidos e independiente de Ca2+. El sustrato para 
la quinasa fue (VRKRTLRRL). Cromatografía de intercambio iónico, sobre DE52, del EC obtenido del 
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PM        12        13         14        15        16         17        18       19         20 
246,5 kDa 
119,4 kDa 
  78,3 kDa 
  42,1 kDa 
  29,5 kDa 
Figura 4.5. Proceso de purificación de una isoforma PKC, activada por lípidos e independiente de Ca2+. El sustrato para la 
quinasa fue (VRKRTLRRL). A. Cromatografía de exclusión molecular con la columna Superdex 200 HR 10 / 30. B. SDS / PAGE 
10%, eluidos Superdex 200, teñido con azul de Coomassie. C. Cromatografía de adsorción, sobre hidroxilapatito. D. SDS / PAGE 
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La figura 4.6 evidencia claramente como en cada paso cromatográfico se reduce el número 
de bandas hasta que solo queda una banda que migra a nivel de 105 kDa, que no es notoria en el 
EC, pero la cual se observa más nítida con cada paso de purificación. En las electroforesis 
realizadas para el eluido de la HTP se observó una única banda de proteínas. Además de la tinción 
con Coomassie, los geles realizados fueron teñidos con una solución de nitrato de plata (imágenes 
no mostradas), observándose una única banda en la calle 4 correspondiente al eluido  de la 















 El método de purificación descrito ha -permitido obtener una proteína pura con actividad 
quinasa dependiente de lípidos / PMA e independiente de Ca2+. 
 Del análisis de la electroforesis (figura 4.6) y de la cromatografía de exclusión molecular con 
la Superdex 200 de la proteína pura se obtuvo el valor del peso molecular aproximado de la enzima, 




Figura 4.6. SDS-PAGE 10% teñido con azul de Coomassie. Pasos de purificación de la isoforma de nPKC de manto de 
Mytilus galloprovincialis. PM. Marcadores de peso molecular, 1. EC, 2. DE52, 3. Cromatografía de exclusión molecular 
(Superdex 200). 4. Cromatografía de hidroxilapatito. Se cargaron 15 µg de proteína / calle.  
PM  1 2 3  4 
246,5 kDa 
119,4 kDa 
  78,3 kDa 






4.5. Cinética Enzimática 
 4.5.1. Determinación de la concentración óptima de Ca2+ en la actividad de p60. 
 Inicialmente, se decidió estudiar la actividad enzimática mostrada con los diferentes 
sustratos de PKC valorando la variación de la actividad enzimática, para la misma concentración de 














 Basándonos en estos resultados podemos decir que la concentración de calcio óptima para 
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Figura 4.7. Efecto de las diferentes concentraciones de Ca2+ sobre la actividad quinasa de p60 respecto 
a una concentración fija de péptido (VRKRTLRRL). Los valores representados, son la media y la 
desviación estándar para los valores obtenidos en cinco ensayos.  
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 4.5.2. Determinación de Km y Vmáx para la cPKC 
 Se estudió la cinética de la proteína quinasa, p60, frente a los siguientes sustratos: el 
péptido (VRKRTLRRL), Histona tipo III S, MBP, protamina sulfato y el péptido (KRTLRR).  
Para los cinco sustratos probados se obtuvieron curvas de tipo hiperbólico (Figuras 4.8A á 
4.12A). Las representaciones directas y de Lineweaver-Burk permitieron obtener los valores de Km y 
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Figura 4.8. A. Variación de la actividad quinasa de p60 con la concentración del péptido (VRKRTLRRL). Los valores 
representados, son la media y la desviación estándar, para los valores obtenidos en cinco ensayos.  B. Representación 






























Figura 4.9. A. Variación de la actividad quinasa de p60 con la concentración del péptido [KRTLRR]. Los valores 
representados, son la media y la desviación estándar, para los valores obtenidos en cinco ensayos. B. 
Representación de Lineweaver-Burk de la variación de la actividad quinasa de p60 con la concentración del  péptido 
[KRTLRR]. 
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Figura 4.10. A. Variación de la actividad quinasa de p60 con la concentración de MBP. Los valores 
representados son la media y la desviación estándar para los valores obtenidos en cinco ensayos.   






















Figura 4.11. A. Variación de la actividad quinasa de p60 con la concentración de Histona III S. Los valores 
representados, son la media y la desviación estándar para los valores obtenidos en cinco ensayos.   












0 15 30 45 60 75 90 105 120 135

















-0.01 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.1



































Figura 4.12. A. Variación de la actividad quinasa de p60 con la concentración de Protamina Sulfato. Los valores 
representados, son la media y la desviación estándar para los valores obtenidos en cinco ensayos.   
B. Representación de Lineweaver-Burk de la variación de la actividad quinasa de p60 con la concentración de 
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 Los valores obtenidos en cuanto a Km y Vmáx para la enzima pura fueron idénticos a los 
obtenidos para la enzima semi-pura (tabla 4.1).   
 A la vista de estos resultados, la menor afinidad de p60 fue para el péptido (KRTLRR), con 
un valor de  Km de 841,9 µM, mientras que la mayor afinidad se obtuvo para la protamina sulfato, 
(Km = 13,46 µM). Con el péptido (VRKRTLRRL) se obtuvo un valor de Km (68,12 µM) mayor que 
utilizando protamina,  pero en cambio su velocidad máxima es también mucho más alta (400 mUI / 
ml) si se compara con la Vmáx de la protamina sulfato (4,58 mUI / ml) o con la de los otros péptidos 
sustratos (ver tabla 4.1). La mayor velocidad correspondió al péptido (KRTLRR) (500 mUI / ml) pero 
también es el sustrato por el que la enzima muestra la menor afinidad. 
 Si se calcula la eficiencia catalítica (relación  
Km
Vmáx
) para los distintos péptidos, se 
obtienen los siguientes datos: 
 
Péptidos Sustrato 




(1) HISTONA III S 0,197 
(2) MBP 0,274 
(3) Protamina Sulfato 0,340 
(4) Péptido [KRTLRR] 1,686 
(5) Péptido (VRKRTLRRL) 5,872 
 
 Tabla 4.4. Relación Vmáx / Km para los diferentes sustratos ensayados con p60. 
 
 





 4.5.3. Determinación de Km y Vmáx para la nPKC 
 Se estudió la cinética de la proteína quinasa, p105, frente a los siguientes sustratos: el 
péptido (VRKRTLRRL), Histona tipo III S, la proteína mielínica básica, protamina sulfato y el péptido 
(KRTLRR).  
Para los cinco sustratos probados se obtuvieron curvas de tipo hiperbólico (Figuras 4.13A á 
4.17 A). Las representaciones directas y de Lineweaver-Burk permitieron obtener los valores de Km 
y Vmáx, para cada sustrato (Figuras 4.13 B á 4.17 B).  
Figura 4.13. A. Variación de la actividad quinasa de p105 con la concentración del péptido (VRKRTLRRL). Los 
valores representados, son la media y la desviación estándar para los valores obtenidos en cinco ensayos.  
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Figura 4.14. A. Variación de la actividad quinasa de p105 con la concentración del péptido (KRTLRR). Los valores 
representados, son la media y la desviación estándar para los valores obtenidos en cinco ensayos. B. 










0 20 40 60 80 100 120














-0,03 -0,025 -0,02 -0,015 -0,01 -0,005 0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
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Figura 4.15. A. Variación de la actividad quinasa de p105 con la concentración de MBP. Los valores representados, 
son la media y la desviación estándar, para los valores obtenidos en cinco ensayos.   
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Figura 4.16. A. Variación de la actividad quinasa de p105 con la concentración de Histona III S. Los valores 
representados, son la media y la desviación estándar para los valores obtenidos en cinco ensayos.   
B. Representación de Lineweaver-Burk de la variación de la actividad quinasa de p105 con la concentración de 
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Figura 4.17. A. Variación de la actividad quinasa de p105 con la concentración de Protamina Sulfato. Los valores 
representados, son la media y  la desviación estándar para los valores obtenidos en cinco ensayos.   
B. Representación de Lineweaver-Burk de la variación de la actividad quinasa de p105 con la concentración de 
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Analizando los resultados obtenidos, la menor afinidad de p105 fue para el péptido 
(VRKRTLRRL) con un valor de Km = 2244,5 µM, mientras que la mayor afinidad se obtuvo usando 
MBP como sustrato, con un valor de Km = 21,55 µM, aunque también fue el sustrato con el que se 
obtuvo la Vmáx más baja (11,09 mUI / ml). Con la protamina sulfato se obtuvo un valor de Km (34,5 
µM) un poco más alto que para la MBP, sin embargo la velocidad máxima (1250 mUI / ml) es la más 
alta después de la Vmáx obtenida para el péptido (VRKRTLRRL) con un valor de 5000 mUI / ml. 
Utilizando el péptido (KRTLRR) se observó un valor de Km (39,62 µM) un poco más alto que para la 
protamina  pero la velocidad máxima (270,27 mUI / ml) fue mucho menor a la de la protamina (ver 
tabla 4.2). Lo mismo ocurrió para la Histona III S, se obtuvo un valor de Km = 77,44 µM y una Vmáx = 
400 mUI / ml.            
 Si se calcula la eficiencia catalítica (relación  
Km
Vmáx ) para los distintos péptidos, se 








(1) HISTONA III S 5,165 
(2) MBP 0,515 
(3) Protamina Sulfato 36,231 
(4) Péptido [KRTLRR] 6,821 
(5) Péptido (VRKRTLRRL) 2,227 
  
Tabla 4.5. Relación Vmáx / Km para los diferentes sustratos ensayados con p105. 
 
 




 4.5.4. Inhibición de la actividad de la cPKC  
 Se estudió la variación de la actividad enzimática, utilizando como sustrato el péptido 
VRKRTLRRL para diferentes concentraciones de inhibidores de PKC como la bisindolilmaleimida, la 
estaurosporina (inhibidores con respecto a la unión de ATP), y la curcumina (inhibidor de la 
interacción con el fosfolípido) (Figuras 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19). Todas las curvas 
resultantes fueron de tipo hiperbólico y conforme aumentó la concentración del inhibidor, disminuyó 




Figura 4.13. Efecto de diferentes concentraciones de bisindolilmaleimida sobre la actividad quinasa de p60 
respecto a la concentración de ATP. Los valores representados, son la media y la desviación estándar 
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Con el fin de conocer el tipo de inhibición producida por la bisindolilmaleimida sobre la 
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Figura 4.14. A. Representación de Lineweaver-Burk de la variación de la actividad quinasa de p60 con la 
concentración de ATP en presencia de distintas concentraciones de bisindolilmaleimida.  
B. Gráfica de los valores de las pendientes de la representación de Lineweaver-Burk frente a la 
concentración de bisindolilmaleimida.  
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La representación de Lineweaver-Burk (Figura 4.14A) muestra una serie de rectas 
convergentes, en las que se puede apreciar que, el valor de Km de la enzima, disminuye al 
incrementarse la concentración de bisindolilmaleimida, mientras que Vmáx es constante. De esta 
forma coincide la intersección de todas las rectas en el eje de abscisas (1 / velocidad), y por tanto 
estos datos se ajustan a una inhibición de tipo competitivo (Figura 4.15). 
 La representación de las pendientes de las rectas de la figura 4.14A, frente a la 
concentración de bisindolilmaleimida (Figura 4.14B), permitió calcular la constante de inhibición Ki 
para la bisindolilmaleimida que fue de 1,76 µM. Este valor representa la afinidad de la enzima libre 
por la bisindolilmaleimida (Dixon and Webb, 1979). 
 Para la estaurosporina y la curcumina se realizaron las mismas determinaciones, 
obteniéndose resultados similares (ambas se ajustan a una inhibición de tipo competitivo). La 

















Figura 4.15. Esquema de reacción para una inhibición de tipo competitivo (Dixon and Web, 1979). 
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 Figura 4.16. Efecto de diferentes concentraciones de estaurosporina sobre la actividad quinasa de p60 
respecto a la concentración de ATP. Los valores representados, son la media y la desviación estándar para 
los valores obtenidos en cinco ensayos.   
 
Figura 4.17. A. Representación de Lineweaver-Burk de la variación de la actividad quinasa de p60 con la 
concentración de ATP en presencia de distintas concentraciones de estaurosporina. B. Gráfica de los valores 
de las pendientes de la representación de Lineweaver-Burk frente a la concentración de estaurosporina. 
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Figura 4.18. Efecto de diferentes concentraciones de curcumina sobre la actividad quinasa de p60 respecto a la 
concentración de lípido. Los valores representados, son la media y la desviación estándar para los valores obtenidos en 
cinco ensayos.   
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Figura 4.19. A. Representación de Lineweaver-Burk de la variación de la actividad quinasa de p60 con la 
concentración de lípido (L-α fosfatidil L-serina)  en presencia de distintas concentraciones de curcumina. B. Gráfica 
de los valores de las pendientes de la representación de Lineweaver-Burk frente a la concentración de curcumina. 
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4.6. Determinación del grado de especificad de anti p105 y anti p60 
 A partir de las enzimas p105 y p60 purificadas de manto de mejillón M. galloprovincialis, se 
obtuvieron anticuerpos policlonales contra ambas isoenzimas, en ratón y conejo respectivamente. 
 Los anticuerpos contra las respectivas isoformas de nPKC y cPKC, fueron utilizados para 
determinar el grado de especificidad que poseían, y ver si existía reacción cruzada entre ambos. 
 Como se observa en la figura 4.20 los anticuerpos obtenidos son específicos para las 
proteínas puras, y no se observa reacción cruzada en las inmunodetecciones realizadas para las 






 También se estudió la capacidad de reconocimiento de p105 y p60 por anticuerpos contra 
isoformas de cPKC (α y β) y nPKC (ε y δ) de mamíferos (figura 4.21).  
 p105 fue reconocida por su anticuerpo como una doble banda, mientras que en el eluido de 
HTP aparece como una única banda. La especificad del anticuerpo en comparación a los 
desarrollados contra isoformas de mamíferos, es mucho mayor, las bandas se distinguen nítidas.  
La proteína p105 es reconocida por anti PKC ε y anti PKC δ de mamíferos, tanto en el EC como en 
el eluido de HTP. La banda, en ambos casos, es fácilmente identificable en HTP y menos aparente 










Figura 4.20. Inmunodetección de las enzimas p60 y p105 puras con los anticuerpos específicos anti p60 y anti p105. 
A. Anticuerpos especificos: 1º) Anti p60 (1:10.000) 2º) Anti IgG conejo (1:10.000). B. 1º) Anti p105 (1:1.000)  2º) Anti 
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 Por otro lado p60 fue reconocida por su anticuerpo como una única banda en todas las 
condiciones ensayadas (figura 4.21.B). La especificad del anticuerpo en comparación a los 
desarrollados contra isoformas de mamíferos también fue mayor. La proteína p60 fue reconocida 
por anti PKC α y anti PKC β tanto en el concentrado del DEAE como en el eluido de la 
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Figura 4.21. A. Imagen tomada de Mercado, 2001. Inmunocaracterización de p105. 1: EC, 20 μg / Ensayo, 2: HTP, 20 μg / 
Ensayo. Reacción cruzada de anticuerpos contra isoformas de mamíferos.  
 B. Inmunocaracterización de p60. 1: DEAE, 15 μg / Ensayo, 2: Superdex 200, 15 μg / Ensayo. Reacción cruzada de 




4.7. Estudio del efecto de diversos inductores en hemocitos de M. galloprovincialis 
 Se estudió el patrón electroforético en citosol y membrana en hemocitos incubados con 
distintos inductores, (el LPS, lipopolisacárido asociado a la membrana de bacterias Gram-negativas) 
y dos citoquinas (IL-2 y PDGF).  
 A continuación se muestra la imagen de la electroforesis para la fracción citosólica en 
hemocitos cultivados e incubados con IL-2 (0,01 µg/ml) para distintos tiempos (Figura 4.22). Se 
observa la expresión de múltiples bandas de proteínas, de las cuales podemos destacar las dos 
bandas más intensas cuyos pesos moleculares se representan a la derecha de la figura. Tras 45´ de 
estimulación con IL-2 la banda de 66 kDa presenta una intensidad menor que en el resto de tiempos 
ensayados. A los 60´ de incubación ocurre lo contrario, ya que la banda de 66 kDa detectada 


























































Figura 4.22. A. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos citosólicos obtenidos a partir de
células activadas con IL-2 (0,01 µg/ml). M. Marcadores de peso molecular. C. Control, células cultivadas 3 días en 
medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de proteínas de 66 y 48 kDa. 




En el patrón electroforético obtenido en la fracción de membrana (Figura 4.23) se observa 
un menor número de bandas detectadas que en el caso del citosol, aunque al igual que en el citosol 
se observan nítidamente dos bandas de 66 y 48 kDa. Tanto en el control como a los 30´ de 























 En la siguiente figura (4.24) se muestra la imagen del patrón electroforético obtenido para la 
electroforesis (10% de acrilamida) en la fracción citosólica de hemocitos cultivados e incubados 
combinando distintas concentraciones de IL-2 y manteniendo el tiempo de incubación constante (24 
horas). Al igual que en el caso anterior se observa la expresión de múltiples bandas siendo las más 
intensas las de 66 y 48 kDa. No se observan diferencias significativas al comparar las bandas 
detectadas para diferentes concentraciones de IL-2 con el control.   
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Figura 4.23. A. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos de membrana obtenidos a partir de 
células activadas con IL-2 (0,01 µg/ml). M. Marcadores de peso molecular. C. Control, células cultivadas 3 días en 
medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de proteínas de 66 y 48 kDa. 
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo vs










 Por otro lado, en la figura 4.25 se muestra la imagen del gel obtenido para la electroforesis 
(10% de acrilamida) en la fracción de membrana de hemocitos cultivados e incubados combinando 
distintas concentraciones de IL-2 y manteniendo el tiempo de incubación constante (24 horas) para 
las diversas concentraciones. Al igual que ocurría en el citosol las dos bandas más intensas de 
todas las que fueron expresadas son las que presentan un peso molecular de 66 y 48 kDa. La 
banda de 66 kDa es más intensa para una concentración de IL-2 de 0,1 μg/ml. La banda de 48 kDa 
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Figura 4.24. A. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos citosólicos obtenidos a partir de 
células activadas durante 24 horas a diferentes concentraciones de IL-2. M. Marcadores de peso molecular. C. Control, 
células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos.
B. Análisis densitométrico de las bandas de 66 y 48 kDa.









En la figura 4.26 se muestra el patrón electroforético de los extractos de proteínas 
citosólicas en hemocitos incubados con LPS (5 µg/ml) para los diferentes tiempos de incubación 
ensayados. La electroforesis muestra la expresión de múltiples bandas de proteínas, siendo dos 
bandas de 66 y 48 kDa las más intensas. Las bandas de 66  y 48 kDa presentan una intensidad 
menor para tiempos de estimulación con LPS elevados (45´ y 60´). Por otro lado la banda de 48 kDa 
























































Figura 4.25. A. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos de membrana obtenidos a partir de
células activadas durante 24 horas a diferentes concentraciones de IL-2. M. Marcadores de peso molecular. C. Control, 
células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 66 y 48 kDa.












 Sin embargo, tal y como se observa en la figura 4.27 el número de bandas expresadas en 
las electroforesis de los extractos de membrana obtenidos a partir de hemocitos incubados con LPS 
(5 µg/ml) para los diversos tiempos ensayados fue mucho menor que en el caso del citosol; aunque 
al igual que ocurría en el citosol las bandas de 66 y 48 kDa se expresaron con mayor intensidad que 
el resto de bandas detectadas. Se observan fluctuaciones en la intensidad de las bandas para los 
distintos tiempos de incubación.       
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Figura 4.26. A. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos citosólicos obtenidos a partir de 
células activadas con LPS (5 µg/ml). M. Marcadores de peso molecular. C. Control, células cultivadas 3 días en medio 
L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos.   
B. Análisis densitométrico de las bandas de proteínas de 66 y 48 kDa. 
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo vs











 A continuación se muestra la imagen de los geles (10% de acrilamida) obtenidos a partir de 
las fracciones citosólica (Figura 4.28) y de membrana (Figura 4.29) para hemocitos cultivados e 
incubados con PDGF (5 ng/ml) durante diferentes tiempos. En la fracción citosólica se detectaron 
múltiples bandas, y al igual que en los casos anteriores las bandas con un peso de 66 y 48 kDa 
fueron las que mostraron una intensidad mayor. Se puede observar que para estimulaciones con 
PDGF superiores a 5´ la banda de 66 kDa es más intensa que en periodos de incubación más 
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Figura 4.27. A. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos de membrana obtenidos a partir de
células activadas con LPS (5 µg/ml). M. Marcadores de peso molecular. C. Control, células cultivadas 3 días en medio 
L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 66 y 48 kDa. 
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo vs






























 En la siguiente figura (4.29) podemos apreciar como en la fracción de membrana, las 
electroforesis realizadas para hemocitos cultivados e incubados con PDGF (5 ng/ml) expuestos a 
diversos tiempos de incubación, al igual que en los ensayos realizados para otros inductores se 
detecta la expresión de dos bandas de proteínas mayoritarias con pesos moleculares de 66 y 48 
kDa respectivamente. No se observan cambios significativos en la banda de 66 kDa, excepto para 
un 1´ de incubación con PDGF donde se aprecia una disminución el la intensidad de la banda. Por 
otro lado, la banda de 48 kDa se detecta principalmente en las incubaciones de 1´ y 5´.     
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Figura 4.28. A. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos citosólicos obtenidos a partir de 
células activadas con PDGF (5 ng/ml). M. Marcadores de peso molecular. C. Control, células cultivadas 3 días
en medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 66 y 48 kDa.


























4.8. Inmunodetecciones frente a anti p105 de células incubadas con IL-2, LPS y PDGF.  
 Al exponer las células a una concentración de IL-2 (0,01 µg/ml) durante distintos tiempos la 
inmunodetección realizada con el anticuerpo anti p105 reveló la presencia de dos bandas de 105 y 
108 kDa. Como puede apreciarse, en el citosol la banda de 105 kDa aparece con la misma 
intensidad en todos los casos estudiados (figura 4.30). Para la banda de 108 kDa se observan 
cambios en la expresión a medida que se incrementa el tiempo de incubación. En el caso de la 
membrana (figura 4.31) se observan variaciones en cuanto al grado de fosforilación de la enzima y 
también se observa como las bandas de 105 y 108 kDa desaparecen al incubar las células con IL-2 
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Figura 4.29. A. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos de membrana obtenidos a partir de 
células activadas con PDGF (5 ng/ml). M. Marcadores de peso molecular. C. Control, células cultivadas 3 días en 
medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 66 y 48 kDa.






Figura 4.31. A. Inmunodetección de p105 en la fracción de membrana de hemocitos activados con IL-2 (0,01 µg/ml) a 
diferentes tiempos e incubados con anti p105. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En todas las 
calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 105 y 108 kDa.
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo vs












































































Figura 4.30. A. Inmunodetección de p105 en la fracción citosólica de hemocitos activados con IL-2 (0,01 µg/ml) a 
diferentes tiempos e incubados con anti p105. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En todas 
las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 105 y 108 kDa. 
N=3, *** P < 0,001  valor muy significativo vs células control; ** P < 0,01 valor significativo vs células control.
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 Posteriormente, se realizaron ensayos manteniendo constante el tiempo de incubación (24 
horas) y empleando distintas concentraciones de IL-2. Al igual que en el caso anterior en las 
inmunodetecciones realizadas se detectó la presencia de dos bandas de 105 y 108 kDa. En el 
citosol (figura 4.32) no se observan diferencias significativas para las distintas concentraciones 
ensayadas, mientras que en la membrana (figura 4.33) se observaron diferencias en el estado de 
fosforilación de p105. Además se observa que en el citosol p105 presenta una doble banda (de 105 
y 108 kDa) muy notoria, mientras que en la membrana, estas bandas tan solo se detectan de forma 
nítida para una concentración de IL-2 de 0,1 μg/ml. Después la intensidad de las bandas comienza a 
descender según lo hace la concentración y tras alcanzar el mínimo de intensidad para una 
concentración de IL-2 = 1,5x10-4 μg/ml, ambas bandas comienzan a recuperar la intensidad que 





Figura 4.32. A. Inmunodetección de p105 en la fracción citosólica de hemocitos activados durante 24 horas a 
diferentes concentraciones de IL-2 e incubados con anti p105. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 
con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 105 y 108 kDa.
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Al igual que en los casos anteriores tras incubar los hemocitos mantenidos en cultivo con 
LPS (5 µg/ml) se detectaron dos bandas de 105 y 108 kDa. En el citosol (figura 4.34) aparecen las 
dos bandas para todas las condiciones ensayadas, la banda de 108 kDa es más intensa cuando la 







Figura 4.33. A. Inmunodetección de p105 en la fracción de membrana de hemocitos activados durante 24 horas a 
diferentes concentraciones de IL-2 e incubados con anti p105. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 
con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 105 y 108 kDa. 
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo 
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En la membrana (figura 4.35) se observan distintos niveles de fosforilación para p105, 
siendo muy notorio que para 60 minutos de incubación la intensidad de la banda de 105 kDa es 
mucho menor que en el resto de condiciones ensayadas. La banda de 108 kDa es menos intensa 
que la banda de 105 kDa para las diferentes condiciones ensayadas y a partir de los 15´ de 






Figura 4.34. A. Inmunodetección de p105 en la fracción citosólica de hemocitos activados con LPS (5 µg/ml) a 
diferentes tiempos e incubados con anti p105. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En todas 
las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 105 y 108 kDa.
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo 
vs células control; ** P < 0,01 valor significativo vs células control; * P > 0,01 valor no muy significativo vs
células control.
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Por otro lado, para hemocitos incubados con PDGF (5 ng/ml), en el citosol (figura 4.36) se 
detectaron dos bandas de 105 y 108 kDa para todas las condiciones ensayadas. Lo más destacable 
es que en la fracción de membrana (figura 4.37) se detectó una única banda de 105 kDa salvo para 





Figura 4.35. A. Inmunodetección de p105 en la fracción de membrana de hemocitos activados con LPS (5 µg/ml) a 
diferentes tiempos e incubados con anti p105. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En todas 
las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 105 y 108 kDa.
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo 
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Figura 4.37. A. Inmunodetección de p105 en la fracción de membrana de hemocitos activados con PDGF (5 ng/ml) 
a diferentes tiempos e incubados con anti p105. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En 
todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos.  B. Análisis densitométrico de las bandas de 105 y 108 
kDa. N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy 
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Figura 4.36. A. Inmunodetección de p105 en la fracción citosólica de hemocitos activados con PDGF (5 ng/ml) a 
diferentes tiempos e incubados con anti p105. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En todas 
las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. B. Análisis densitométrico de las bandas de 105 y 108 kDa. N=3, 
**** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo vs 
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4.9. Inmunodetecciones frente a anti p60 de células incubadas con IL-2, LPS y PDGF.  
En las inmunodetecciones realizadas con anti p60  en hemocitos cultivados e incubados con 
una concentración fija de IL-2 (0,01 µg/ml) durante distintos tiempos se detectó una única banda de 
60 kDa para las diferentes condiciones de ensayo. En el citosol (figura 4.38.A1) a los 30´´ de 
incubación la banda detectada presenta una intensidad elevada. En el periodo de incubación 
comprendido desde 1´ hasta el 45´, se observa un aumento progresivo en la intensidad de la banda 
detectada. Finalmente a los 60´ de incubación la banda detectada desaparece. En la fracción de 
membrana (figura 4.38.A2) podemos observar que la intensidad de la banda se incrementa a partir 
de 1´ de incubación con la IL-2 de forma gradual hasta que se alcanzan los 5´ de incubación, a partir 
de este tiempo la banda detectada disminuye su intensidad ligeramente, manteniéndose constante 
para los tiempos de incubación mayores.    
Figura 4.38. A1. Inmunodetección de p60 en la fracción citosólica de hemocitos activados con IL-2 (0,01 µg/ml) a 
diferentes tiempos e incubados con anti p60. A2. Inmunodetección de p60 en la fracción de membrana de hemocitos 
activados con IL-2 (0,01 µg/ml) a diferentes tiempos e incubados con anti p60. C. Control, células cultivadas 3 días 
en medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos.
B. Análisis densitométrico de la banda de 60 kDa.
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo 
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 Posteriormente se realizaron ensayos combinando distintas concentraciones de IL-2 y 
manteniendo constante el tiempo de incubación (24 horas). Tanto en citosol (figura 4.39.A1) como 
en membrana (figura 4.39.A2) se detectó una banda de 60 kDa para todas las condiciones 
ensayadas. En el citosol no existen diferencias en la intensidad de la banda detectada, mientras que 
en membrana se detectó una banda mucho más intensa para una concentración de IL-2 de 0,05 







Figura 4.39. A1. Inmunodetección de p60 en la fracción citosólica de hemocitos activados durante 24 horas a 
diferentes concentraciones de IL-2 e incubados con anti p60. A2. Inmunodetección de p60 en la fracción de 
membrana de hemocitos activados durante 24 horas a diferentes concentraciones de IL-2 e incubados con anti p60. 
C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos 
proteicos. B. Análisis densitométrico de la banda de 60 kDa.
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 Por otro lado tras incubar los hemocitos cultivados con LPS (5 µg/ml) se detectó una única 
banda de 60 kDa en todas las condiciones ensayadas tanto en citosol (figura 4.40.A1) como en 
membrana (figura 4.40.A2). La respuesta en el citosol es compleja, inicialmente no existen cambios 
en la intensidad de la banda detectada; a partir de 1´ de incubación se produce un descenso en la 
intensidad de la banda detectada y finalmente a los 30 minutos de incubación tiene lugar un 
incremento en la intensidad de la banda, que llega a superar los niveles de detección iniciales. A 
diferencia del citosol, en la fracción de membrana se observa una mayor intensidad de la banda 
detectada para periodos de incubación con el inductor cortos; a partir de 5´ de incubación la banda 
detectada es mucho menos intensa.     
 
Figura 4.40. A1. Inmunodetección de p60 en la fracción citosólica de hemocitos activados con LPS (5 µg/ml) a 
diferentes tiempos e incubados con anti p60. A2. Inmunodetección de p60 en la fracción de membrana de hemocitos 
activados con LPS (5 µg/ml) a diferentes tiempos e incubados con anti p60. C. Control, células cultivadas 3 días en 
medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. B. Análisis densitométrico de la 
banda de 60 kDa. 
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001 valor muy significativo 
vs células control.
C         0,5        1          3           5         15   30         45       60  
p60
p60














Control 0,5 1 3 5 15 30 45 60



















































 Por último, cuando los hemocitos cultivados se incubaron con PDGF (5 ng/ml), para las 
inmunodetecciones realizadas con anti p60 se obtuvo una única banda de 60 kDa tanto en el citosol 
como en la membrana al igual que ensayos anteriores realizados con otros inductores. En el citosol 
(figura 4.41.A1) no se observan diferencias para las diferentes condiciones del ensayo mientras que 
en membrana (figura 4.41.A2) para periodos de incubación con PDGF de 30´ y 60´ se observa una 







Figura 4.41. A1. Inmunodetección de p60 en la fracción citosólica de hemocitos activados con PDGF (5 ng/ml) a 
diferentes tiempos e incubados con anti p60. A2. Inmunodetección de p60 en la fracción de membrana de hemocitos 
activados con PDGF (5 ng/ml) a diferentes tiempos e incubados con anti p60. C. Control, células cultivadas 3 días en 
medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de la banda de 60 kDa.
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; ** P < 0,01 valor significativo vs células 
control.
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4.10. Fosforilación de p105 y p60 
 En estudios anteriores realizados por nuestro grupo de investigación, se demostró que p105 
era capaz de autofosforilarse en condiciones de ensayo, sin mediar la presencia de cofactores 
lipídicos y que la enzima se fosforila en los residuos de serina que posee, por lo que se decidió 
plantear la realización de un estudio comparativo acerca del grado de fosforilación de p60 y p105 
cuando los hemocitos incubados se estimulaban con distintos inductores.  
 En el presente trabajo, para las inmunodetecciones realizadas con anti P-Serina en las 
fracciones citosol y de membrana en hemocitos cultivados e incubados con diferentes efectores: IL-
2 (0,01 µg/ml), LPS (5 µg/ml), PDGF (5 ng/ml) durante distintos tiempos o bien empleando distintas 
concentraciones de IL-2 con un tiempo de incubación de 24 horas, se detectaron dos bandas de 
105 y 108 kDa y una única banda de 60 kDa tanto en el citosol como en la membrana (figura 4.42).  
 Posteriormente, se realizaron ensayos empleando anticuerpos anti P-Tirosina, a diferencia 

















Figura 4.42. Inmunodetecciones en la fracción citosolica y de membrana de hemocitos con los anticuerpos anti p105, anti p60, 
anti pSer y anti pTyr. Las células fueron cultivadas en medio L-15 con FCS. En todas las calles se cargaron 15 μg de extractos 
proteícos.          
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4.11. Distribución Tisular de p60 
 A continuación podemos observar el patrón electroforético obtenido en los diferentes tejidos 
del mejillón tanto para la fracción citosólica como de membrana (figura 4.43). Puede verse que 
existen diferencias significativas en la expresión de varias bandas de proteínas tanto en el citosol 
como en la membrana para los diferentes tejidos del mejillón.  
 
 
En el presente trabajo se observó que la enzima p60 no presentaba diferencias en el estado 
de fosforilación, pero parece presentar una preferente localización citosólica (Figura 4.44.A1). p60 
es abundante en manto y branquias, apareciendo menos expresada en el resto de tejidos 
estudiados.  
No se observó expresión de p60 en la membrana (4.44.A2) del músculo aductor posterior 
(PAM) y fue mucho más reducida en el músculo del pie que en los otros tejidos del molusco.  
En hemocitos la banda detectada fue más intensa en el citosol que en la fracción de 
membrana y en ambos casos las bandas detectadas presentaron una intensidad menor que en el 
resto de tejidos del mejillón. 
Figura 4.43. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos citosólicos y de membrana 
obtenidos a partir de los tejidos del mejillón. Se cargaron 15 µg de proteína/calle.   
M. Marcadores de peso molecular.  
Citosol: C1. Manto. C2. Branquias. C3. Hepatopáncreas. C4. Músculo aductor posterior. C5. Pie. 
Membrana: Mb1. Manto.Mb2. Branquias. Mb3. Hepatopáncreas. Mb4. Músculo aductor posterior. Mb5. Pie. 
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Figura 4.44. A1. Inmunodetección de p60 en la fracción citosólica de diferentes tejidos de Mytilus galloprovincialis. 
C. Control (p60 pura). C1. Manto. C2. Branquias. C3. Hepatopáncreas. C4. Músculo aductor posterior. C5. Pie. C6.
Hemocitos. A2. Western blotting p60 en la fracción de membrana de diferentes tejidos de Mytilus galloprovincialis. 
C. Control (p60 pura). Mb1. Manto. Mb2. Branquias. Mb3. Hepatopáncreas. Mb4. Músculo aductor posterior. Mb5. Pie. 
Mb6. Hemocitos. En todos los casos se cargaron 15 µg de proteína / ensayo. 
B. Análisis densitométrico de la banda de 60 kDa.
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control.
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4.12. Estudio de la translocación de p105 y p60 en hemocitos 
Una vez caracterizadas p105 y p60 como quinasas ampliamente extendidas en tejidos de 
Mytilus galloprovincialis, se abordó el estudio de las enzimas en un modelo celular aislado, presente 
en el molusco.   
 En la figura (4.45) se observa el patrón electroforético de hemocitos estimulados con PMA 
(80nM y 160nM) desde 5´ hasta 60´. Se detectaron múltiples bandas, de las cuales podemos 
destacar tres bandas que presentan mayor intensidad en las electroforesis realizadas. Estas poseen 




















En cambio, en la fracción de membrana el número de bandas detectadas fue mucho menor 
que en el citosol, pero al igual que en la imagen anterior las tres bandas mayoritarias presentaron un 
peso de 66, 60 y 48 kDa (figura 4.46).    
 
 
Figura 4.45. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos citosólicos obtenidos a partir de 
hemocitos estimulados con PMA (80 y 160 nM) durante diferentes tiempos.  En todas las calles se cargaron 15 μg de 
extractos proteicos.
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Sabiendo que las isoformas de PKC son muy susceptibles a la estimulación por ésteres de 
forbol, se estudió el comportamiento de ambas isoformas, p60 y p105, en cultivos de hemocitos 
expuestos a PMA.  
Cuando estos hemocitos que han sido previamente estabilizados, son expuestos a PMA, el 
éster de forbol induce la translocación de p105 a la membrana. Lo que se ve claramente en las 
figuras 4.47 y 4.48. En la Figura 4.47 el control presenta una doble banda característica muy notoria 
en el citosol, pero no en la membrana plasmática (figura 4.48). Transcurridos 60 minutos de 
estimulación, con PMA 80 nM, p105 presenta una intensidad muy baja, y la banda de 108 kDa 
apenas se distingue. Al incrementar la concentración de PMA, 160 nM, tras 30´ de incubación la 
intensidad de p105 comienza a disminuir, de tal manera que tras 60 minutos de estimulación p105 
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Figura 4.46. SDS-PAGE 10% teñida con azul de Coomassie de los extractos de membrana obtenidos a partir de 
hemocitos estimulados con PMA (80 y 160 nM) durante diferentes tiempos. En todas las calles se cargaron 15 μg de 
extractos proteicos.
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Figura 4.47. A. Inmunodetección de p105 en la fracción citosólica de hemocitos estimulados con PMA (80 y 160 nM) 
durante diferentes tiempos. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. C80. Citosol de hemocitos 
incubados con PMA 80 nM. C160. Citosol de hemocitos incubados con PMA 160 nM. En todas las calles se cargaron 
15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de las bandas de 108 y 105 kDa.
N=3, **** P < 0,0001 valor extremamente significativo vs células control; *** P < 0,001  valor muy significativo 
vs células control; ** P < 0,01 valor significativo vs células control.
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Por otro lado para la enzima p60 se detectó la presencia de una única banda de 60 kDa 
para todas las condiciones estudiadas en la fracción citosólica. En el control se detectó una banda 
muy notoria tanto en citosol (figura 4.49.A1) como en la membrana (figura 4.49.A2). Si se estimulan 
los hemocitos con PMA 80 nM durante 5´, p60 prácticamente desaparece de la fracción de 
membrana. A partir de 15´ de incubación con el forbol p60 se recupera y la banda detectada 
presenta intensidades semejantes o superiores a la obtenida en el control.  
En cambio, incrementando la concentración de PMA a 160 nM, se observan diferencias con 
respecto a la incubación anterior. Como ocurría con concentraciones de forbol más bajas, 
transcurridos 5 minutos de incubación, p60 apenas se detecta en la membrana. Sin embargo a los 
15 minutos de incubación con PMA, p60 se recupera detectándose con una intensidad similar a la 
del control (Figura 4.49.A2). A los 30 minutos de incubación la intensidad de la banda detectada 
sufre un nuevo descenso pero ésta se recupera de nuevo a los 60 minutos de incubación. 
Figura 4.48. A. Inmunodetección de p105 en la fracción de membrana de hemocitos estimulados con PMA (80 y 160 
nM) durante diferentes tiempos. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. Mb80. Membrana de 
hemocitos incubados con PMA 80 nM. Mb160. Membrana de hemocitos incubados con PMA 160 nM. En todas las calles 
se cargaron 15 μg de extractos proteicos. B. Análisis densitométrico de las bandas de 108 y 105 kDa.
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Figura 4.49. A1. Inmunodetección de p60 en la fracción citosólica de hemocitos estimulados con PMA (80 y 160 nM) 
incubados a diferentes tiempos. A2. Inmunodetección de p60 en la fracción de membrana de hemocitos estimulados 
con PMA (80 y 160 nM) incubados a diferentes tiempos. C. Control, células cultivadas 3 días en medio L-15 con FCS. 
C80. Citosol de hemocitos incubados con PMA 80 nM. C160. Citosol de hemocitos incubados con PMA 160 nM. Mb80.
Membrana de hemocitos incubados con PMA 80 nM. Mb160. Membrana de hemocitos incubados con PMA 160 nM. En 
todas las calles se cargaron 15 μg de extractos proteicos. 
B. Análisis densitométrico de la banda 60 kDa. Citosol en azul y membrana en rojo.













“La mayoría de las ideas fundamentales la ciencia son esencialmente sencillas y,  
por regla general pueden ser expresadas en un lenguaje comprensible para todos” 
Albert Einstein.    
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 La proteína quinasa C es reconocida como una familia de serina/treonina quinasas que ha 
sido identificada como el receptor celular para el lípido DAG; es una enzima que fosforila una amplia 
variedad de sustratos celulares y es clave en los mecanismos de transducción de señales, 
involucrados en la activación de receptores acoplados a fosfolipasas (Chauhan et al., 1990; Khan et 
al., 1995; Ron y Kazanietz, 1999). 
 Por este motivo nuestro grupo de investigación ha estudiado la expresión de la PKC en 
hemocitos de mejillón estimulados con diversos efectores en diferentes épocas del año (Cao, 2002; 
Novás, 2005).   
Estudios previos de Barcia et al., (1997), determinaron la existencia de proteínas en el 
manto, que son inmunorreactivas con anticuerpos contra las isoformas humanas de PKC α, δ y β. 
En estudios posteriores de Mercado (2001), además de las isoformas descritas se detectó en 
extracto crudo de manto la presencia de una proteína que es reconocida por anti PKC ε  humana.  
El manto, por su organización tisular, es un tejido diverso (Zwaan y Mathieu, 1992). Es un 
tejido de reserva que a lo largo del año presenta variaciones estacionales en su composición 
bioquímica, determinadas tanto por el desarrollo gametogénico, como por las variaciones de su 
disponibilidad alimentaria (Ibarguren et al., 1990; Díaz-Enrich et al., 2000). En el presente trabajo se 
ha utilizado el manto para la purificación de enzimas y la caracterización de éstas. 
Nuestra investigación se centró en el diseño de un método eficaz para la purificación de una 
proteína tipo cPKC de manto de mejillón y comparar los resultados obtenidos para ésta con los 
resultados previos obtenidos por Mercado et al., (2002a, b; 2003) para una isoforma del tipo nPKC. 
  A partir de manto de mejillón Mytilus galloprovincialis se han purificado dos proteínas 
quinasas, una de estas proteínas es una cPKC que requiere cofactores enzimáticos, PS, Ca2+ y 
DAG para su actividad. Además se purificó también una nPKC, proteína quinasa que tiene los 
mismos requerimientos que la cPKC, pero a diferencia de la anterior es independiente de Ca2+. El 
peso molecular de estas PKCs fue de 60 kDa para la cPKC (por lo que fue nombrada p60)  y de 105 
kDa para la nPKC (por lo que se denominó p105).  
 Al ser las PKCs enzimas translocables (Rybin y Steinberg, 1994) se pueden encontrar tanto 
asociadas a la fracción citosólica como a la membrana plasmática. Aunque algunos autores han 
utilizado, preferentemente la fracción de membrana para la purificación de nPKCs tanto en 
vertebrados (Leibersperger et al., 1990) como en invertebrados (Huang y Chuang, 1995), su 
purificación puede ser más eficiente a partir de la fracción citosólica, tal como han demostrado en 




 El primer paso cromatográfico es común a otras purificaciones de cPKCs y nPKCs. Las 
isoformas de cPKCs de vertebrados se eluyen de DEAE Sepharose con una baja fuerza iónica. En 
hígado de rata se obtiene un pico de actividad PKC cuando la concentración de NaCl es 
aproximadamente 100 mM (Perletti, 1994). Las proteínas con actividad cPKC y nPKC que hemos 
purificado a partir de manto de M. galloprovincialis, requieren en ambos casos de una fuerza iónica 
menor para su elución, NaCl 25 mM (Figuras 4.2.A y 4.4).  
 La cromatografía de exclusión molecular con la columna Superdex 200 HR 10/30 permitió 
purificar a homogeneidad la cPKC de 60 kDa que denominamos como p60 (figuras 4.2.B,C) y 
también se puede observar como la otra proteína purificada de 105 kDa que denominamos como 
p105 se va separando de p60 a medida que progresa la cromatografía (figuras 4.5.A,B). Mientras 
que p60 se obtuvo totalmente pura con esta columna, para purificar p105 a homogeneidad fue 
preciso realizar una nueva cromatografía, eligiendo en este caso la cromatografía de adsorción y 
utilizando como adsorbente el HTP (hidroxilapatito).        
 La cromatografía de adsorción sobre HTP, suele ser la mejor para la eliminación de 
contaminantes (Sossin et al., 1993; Mercado, 2001). En nuestro caso ha permitido obtener la 
enzima p105 pura, cuando se eluye con fosfato de potasio 300 mM (figuras 4.5.C,D). En la 
purificación de isoformas de PKC en el molusco Aplysia, también se utiliza la cromatografía sobre 
HTP como último paso de purificación, obteniéndose dos picos de actividad PKC, uno cuando el 
fosfato de potasio alcanza una concentración de 180 mM, y otro se recoge con una concentración 
de 400 mM (Sossin et al., 1993). Este segundo pico es coincidente con el que se obtiene con la 
enzima p105 de mejillón.  
 La purificación por métodos convencionales de isoformas de PKC de invertebrados no es un 
tema profundamente estudiado. Existen algunas isoformas caracterizadas en levaduras, nematodos, 
Drosophila, erizo de mar y Xenopus. Éstas han sido caracterizadas molecularmente, sin establecer 
analogías con isoformas de PKC típicas de mamíferos. Sin embargo, en otras especies se han 
establecido relaciones, en cuanto al reconocimiento por anticuerpos desarrollados contra isoformas 
humanas, que han incluido también purificaciones parciales o totales. Es el caso del camarón 
Penaeus monodon, de cuyo hepatopáncreas se purificó una isoforma similar a PKC δ, con un peso 
molecular entre 62 y 58 kDa (Huang y Chuang, 1995). Debido a la utilización del molusco Aplysia 
como modelo para el estudio de las bases neurológicas del aprendizaje (Sossin et al., 1994), es en 
esta especie donde se han caracterizado con mayor detalle las isoformas existentes de PKC. De 
ganglios neuronales de este molusco se han purificado dos PKCs de las cuales la llamada Apl II 
posee una masa molecular de 87 kDa, mientras que la forma dependiente de calcio o Apl I, posee 
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una masa molecular de 74 kDa. En ambos casos menor que la de p105 (figura 4.6) y mayor que la 
de p60 (figura 4.3).  
 La purificación de PKC δ de la membrana plasmática de hepatopáncreas de camarón dio 
lugar a 3 proteínas diferentes con masas moleculares de 66, 62 y 58 kDa, estas isoformas son más 
pequeñas que las encontradas en mamíferos, las cuales oscilan entre 76 y 84 kDa (Nishizuka, 
1988). En este estudio se determinó que PKC δ de la membrana plasmática de diferentes tejidos del 
camarón se fosforilaba en los residuos tirosina y tal vez en los residuos Ser/Thr. Es posible que la 
proteína p60 purificada en el presente trabajo sea similar a las isoformas purificadas por Nishizuka. 
 Por la cercanía filogenética entre Aplysia y el mejillón M. galloprovincialis es probable que 
Apl-lI y p105 sean isoformas similares, aún a pesar de la diferencia de peso molecular (Mercado, 
2001). En cuanto a la relación que existe entre estas proteínas y las isoformas de mamíferos solo se 
puede señalar que los estudios más avanzados en Aplysia, han permitido su clonación y se ha 
constatado una analogía en su secuencia con PKC ε de mamíferos (Pepio y Sossin, 1998). Con 
respecto a la actividad quinasa de las proteínas p60 y p105, los parámetros cinéticos que hemos 
obtenido coinciden con los antecedentes descritos para nPKCs de mamíferos, las cuales fosforilan 
débilmente la Histona III-S y la MBP, mientras que tienen una alta afinidad por la protamina sulfato 
(Schaap et al., 1989, Saido et al., 1992, Mercado, 2001). Las nPKCs presentan grandes diferencias 
respecto a las cPKCs ya que muestran una actividad quinasa reducida con Histona III-S 
(Chakravarthy et al., 1991), MBP, protamina o protamina sulfato. (Dekker, et al., 1992; Mc Glynn et 
al., 1992; Ohno et al., 1989; Schaap y Parker, 1990).     
 Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio para nPKC por Mercado et al., (2002a, b; 
2003) así como los obtenidos para cPKC en el presente trabajo muestran que las cPKC presentan 
una actividad con los diferentes péptidos sustratos ensayados del orden de 10–20 veces más alta 
que los valores obtenidos por Mercado para las nPKC. En los resultados obtenidos en el presente 
trabajo también se estudió la actividad de la nPKC frente a varios sustratos y no se observaron esas 
diferencias comparando los valores obtenidos para p105 y p60.  
 La alta actividad fosforilante que p60 y p105 desarrollan con la protamina sulfato (tabla 4.1), 
podría deberse a que presenta dos sitios de fosforilación en su secuencia, 
PRRRRSSSRPVRRRRRPRVSRRRRRRGGRRR, en S6 y S20, en comparación con los otros 
sustratos probados que solo presentan un sitio de fosforilación (CBS, base de datos; Phosphobase). 
Las actividades enzimáticas sugieren que p105 podría catalizar las reacciones de fosforilación de 
una manera similar a PKC ε (Mercado, 2001). Los valores de Vmáx obtenidos para el péptido 




(S-11), son similares a los que se obtienen con la PKC ε de mamíferos (Kazanietz et al., 1993). La 
proteína p105 no solo es independiente de Ca2+, sino que además es inhibida por él (Mercado, 
2001). Esta característica ya ha sido descrita en isoformas de nPKC de mamíferos, en un tipo 
descrito simplemente como nPKC (Ohno et al., 1988) y en PKC θ  (Chang et al., 1993). Para la 
enzima p105 de manto de mejillón, la inhibición con el calcio es de tipo mixta. Siendo la enzima libre 
más afín por este, Ki 0,6 mM que el complejo enzima-sustrato, Ki´ 2 mM (Mercado, 2001). Newton, 
(1995) afirma que las nPKCs conservan una región C2-like que no une Ca2+, pero que sí está 
involucrada en la unión  y regulación de la actividad por lípidos. Sin embargo Mercado, (2001) cree 
que p105 probablemente una el catión y esta asociación en vez de facilitar la asociación a lípidos 
acídicos, provoque cambios conformacionales del sitio activo, impidiendo la fosforilación eficiente 
del sustrato.  
 En la mayoría de células estimuladas, la concentración de Ca2+ se incrementa solo 
transitoriamente, mientras que  las respuestas fisiológicas persisten durante un largo periodo de 
tiempo una vez que la concentración de Ca2+ ya retornó a concentraciones basales. La prolongada 
activación de PKC parece ser responsable del mantenimiento en la respuesta celular (Woods et al., 
1986). La movilización del Ca2+ y la activación de PKC actúan sinergicamente causando una 
variedad de respuestas celulares, pero el mecanismo bioquímico de este sinergismo no está 
completamente estudiado (Nishizuka, 1986). La movilización del Ca2+ y la degradación del 
fosfolípido están íntimamente relacionadas, y en ocasiones son complementarias entre si. En 
presencia de altas concentraciones de Ca2+, la activación de PKC requiere de una pequeña 
degradación fosfolipídica, así como en presencia de una intensa degradación fosfolipídica se 
requiere de una pequeña cantidad de Ca2+ para activar la enzima (Nishizuka et al., 1986, Watson y 
Lapetina., 1985).     
 Por otra parte en este estudio, hemos determinado que p60 es dependiente de Ca2+, y que 
la concentración óptima de Ca2+ para esta enzima es de 0,65 mM (figura 4.7). 
 En el nematodo Caenorhabditis elegans, la actividad de PKC fue inhibida por H7 y 
estaurosporina. Se obtuvo una inhibición máxima para concentraciones de 9 µM y 8 nM 
respectivamente (Sassa y Miwa, 1992). Se ha confirmado que, el inhibidor H7 (Kawamoto y Hikada, 
1984) y el péptido inhibidor específico de la PKC (RFARKGALRQKNVHEVKN) (House y Kemp, 
1987) inhiben la fosforilación del péptido FKKSFKL-NH2 (sustrato específico para la PKC) 
estimulada por el Ca2+ / fosfolípido en más de un  98%. 
 En este trabajo, también hemos estudiado los efectos de inhibición provocados sobre p60 
por inhibidores que compiten por la unión del ATP (como la estaurosporina Ki = 20,3 µM  y la 
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bisindolilmaleimida Ki = 1,765 µM) (figuras 4.13, 4.14A y B, 4.16 y 4.17A y B), así como por 
inhibidores de la interacción PKC/fosfolípido (curcumina Ki = 13,16 µM) (figuras 4.18 y 4.19 A y B) 
observándose que para los tres casos se obtiene un inhibición de tipo competitiva.  
 Para profundizar en la caracterización de las enzimas se obtuvieron anticuerpos policlonales 
contra p60 y p105. Los anticuerpos obtenidos son específicos para las proteínas puras, y no se 
observó reacción cruzada en las inmunodetecciones realizadas para las dos isoformas purificadas 
frente a los respectivos anticuerpos (figura 4.20). 
 El análisis de p105, evidenció una característica que la proteína comparte con otras nPKCs 
descritas en mamíferos, PKC ε (Davidson et al., 1994), PKC δ (Leibersperger et al., 1991) y PKC η 
(Zang et al., 1994). Todas estas isoformas presentan una doble banda, detectada mediante Western 
blotting, que es habitualmente un indicador de un estado diferencial de fosforilación, detectable en 
extractos crudos de tejidos (Dutil et al., 1998). 
   Con respecto a las inmunodetecciones, p105 presentó fosforilaciones en Ser, no presenta 
fosforilaciones en Tyr y fue reconocida por anti PKC δ y con mayor nitidez por anti PKC ε (Mercado, 
2001)(Figuras 4.21 y 4.42). Esto último nuevamente refuerza la idea de que existe una similitud 
entre p105 y la isoforma PKC ε de mamíferos, y se podría decir que aparentemente existen 
secuencias aminoacídicas comunes entre ambas proteínas.       
Por otro lado, como se ve en las Figuras 4.21 y 4.42, a diferencia de p105 para p60 solo se 
detectó una banda y al igual que p105, presentó fosforilaciones en Ser, no presentó fosforilaciones 
en Tyr y fue reconocida por anticuerpos contra isoformas cPKC (α y β) de mamíferos.  
Al ser considerados los hemocitos de invertebrados semejantes a los macrófagos de 
vertebrados se cree que, deben de comportarse de forma similar a ellos (Franchini et al., 1995; 
Aktan, 2004). De modo que en las incubaciones se emplearon tres moléculas que poseen la 
capacidad de inducir la síntesis y la liberación de óxido nítrico en diversos tipos celulares de 
vertebrados como macrófagos, células alveolares, monocitos, astrocitos, células T, etc. (Ottaviani et 
al., 1993b; Liew, 1994; Renè y Spitzer, 1997; Kwak et al., 2000; Tepperman et al., 2000; Pham et 
al., 2003). 
Los inductores utilizados en hemocitos fueron un antígeno (LPS, lipopolisacárido asociado a 
la membrana de bacterias Gram-negativas) y dos citoquinas (interleuquina 2 y PDGF o factor de 
crecimiento derivado de plaquetas).  
Tanto las concentraciones como los rangos de tiempo utilizados en las incubaciones con los 




había conseguido la mayor liberación de catecolaminas y síntesis de oxido nítrico por los hemocitos 
(Novás, 2005; Cao, 2002).    
 Estas moléculas parecen activar a los hemocitos induciendo un aumento de la motilidad y 
superficie celular e incrementando la síntesis de aminas biógenas (Morgan et al., 1976). 
Al igual que sucede con los diferentes tipos celulares de vertebrados, la respuesta de 
hemocitos de M. galloprovincialis varía según el inductor utilizado. El estudio de la expresión 
proteica de hemocitos incubados con los inductores (LPS, IL-2 y PDGF) refleja cierta diversidad en 
los patrones electroforéticos (Resultados, figuras 4.22 a 4.29). 
 En las electroforesis realizadas con los diferentes inductores ensayados se detectaron 
múltiples bandas de proteínas en la fracción citosólica, siendo dos proteínas con un peso de 66 y 48 
kDa respectivamente, las que mostraron una mayor expresión. Estas dos bandas de proteínas 
también fueron las que presentaron la mayor intensidad en la fracción de membrana.             
 En la fracción citosólica la banda de 48 kDa no presentó variaciones significativas excepto 
cuando los hemocitos se incubaron con LPS, donde se observó que para tiempos de incubación 
muy cortos (30 segundos y 1 minuto) la banda detectada fue más intensa, mientras que para 
tiempos de incubación más prolongados (45 minutos y 60 minutos) la banda detectada mostró una 
intensidad más baja. En cuanto a la banda de 66 kDa, su expresión reflejó cambios para los 
distintos inductores empleados; lo más destacado fue que en el caso del LPS para tiempos de 
incubación largos (45 minutos y 60 minutos) la banda mostró una intensidad más baja que en el 
resto de condiciones ensayadas y en las incubaciones con PDGF a partir de los 5 minutos de 
incubación se produce un aumento en la intensidad de la banda. En cambio, Novás, (2005) había 
obtenido una mayor expresión para tres bandas de proteínas cuyos pesos moleculares eran de 108, 
85 y 71 kDa respectivamente, tanto en invierno como en verano. Novás, (2005) también observó 
durante los dos años posteriores al desastre ecológico (vertido de fuel por el Prestige) ocurrido en 
las costas gallegas un cambio en la expresión proteica de los hemocitos en las inmunodetecciones 
realizadas con anti iNOS humana y anti eNOS bovina. Además comprobó que la producción de 
oxido nítrico se anulaba durante estos años (2003 y 2004).     
Aunque el LPS no induce la síntesis directa de óxido nítrico, en hemocitos se conoce la 
implicación de esta molécula en la liberación de catecolaminas (Cao, 2002; Cao et al., 2004a,b), las 
cuales ya habían sido detectadas anteriormente en varios tejidos de moluscos (Sloley et al., 1990; 
Voronezhskaya et al., 1999) y en hemolinfa de moluscos gasterópodos (Manger et al., 1996; Pani y 
Croll, 2000; Santhanagopalan y Yoshino, 2000). Incluso existen diversos estudios que afirman que 
las catecolaminas de invertebrados poseen las mismas características que las presentes en 
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vertebrados (Osada y Nomura, 1989; Pani y Croll, 2000; Lacoste et al., 2001). Cao (2002), observó 
en hemocitos de mejillón M. galloprovincialis, un incremento en la producción de catecolaminas 
después de la incubación de estas células con LPS, PDGF, ACTH 1-24, ACTH, IL-2, TGF-β 1 y CRF 
en diferentes épocas del año. 
La IL-2 modula la actividad fagocítica de los hemocitos (Franceschi, et al. 1991), y junto con 
IL-1α y β y TNF-α y β está implicada en la liberación de aminas biógenas, un fenómeno considerado 
como un tipo ancestral de respuesta al estrés (Ottaviani, et al., 1991; 1992; 1994b; 1995).  
 En vertebrados la IL-2 desempeña un papel fundamental en la proliferación de las células T 
al unirse a un receptor específico que se expresa en la superficie celular (Smith, 1988). Además la 
IL-2 modula las funciones inmunológicas de células T, B y NK (Waldman y Golmand, 1989) con lo 
que podemos concluir que desempeña un papel fundamental en la fisiología del sistema inmune. En 
invertebrados, la IL-2 induce activaciones en células de la hemolinfa, aunque las activaciones son 
menos potentes que las inducidas por IL-1 o CRF (Hughes, et al., 1991b), ésto es particularmente 
notorio en el caso de la síntesis de aminas biógenas promovidas por citoquinas. Novás (2005), 
determinó en experimentos realizados en nuestro laboratorio que la mayor producción de NO se 
produce cuando los hemocitos se incubaban con IL-2 (0,1 μg/ml) durante 24 horas. 
 Las inmunodetecciones realizadas con anti p105 en hemocitos incubados con IL-2 (0,01 
μg/ml) (Resultados, figura 4.30 y 4.31) revelaron la presencia en el citosol de una doble banda (105 
y 108 kDa) para todos los casos estudiados, mientras que en la membrana se observó que la doble 
banda desaparecía al cabo de una hora de incubación con IL-2. Estos resultados son coincidentes 
con los obtenidos por Novás et al., (2007a) para las diferentes épocas del año y con los obtenidos 
por Cao (2002) en el periodo estival (abril-agosto), aunque son opuestos a los que Cao obtuvo para 
el periodo invernal (septiembre-marzo) cuando la estimulación con el inductor fue de 30 minutos de 
duración. Lu y Durkin (1997) llegaron a la conclusión de que la estimulación con este efector no 
conducía a una translocación de la PKC a la membrana. Cabe mencionar que todos los hemocitos 
con los que se ha trabajado en el presente trabajo se obtuvieron durante el periodo invernal. 
Además recientes patrones meteorológicos apuntan a que el cambio climático global ya está 
teniendo un impacto en España y es probable que las artes de pesca destructivas, el deterioro 
progresivo del litoral, la contaminación marina y el imparable cambio climático estén provocando 
cambios en la respuesta de los seres que componen los ecosistemas marinos, y probablemente por 
ello existe una gran variabilidad en la respuesta de los hemocitos del mejillón Mytilus 




 Cuando los hemocitos se incubaron con diferentes concentraciones de IL-2 durante 24 
horas, en el citosol se detectaron dos bandas para las diferentes condiciones ensayadas (Figura 
4.32). En la membrana se observa como la doble banda detectada presenta una intensidad más 
elevada con la concentración más elevada de las ensayadas (0,1 μg/ml); posteriormente la 
intensidad de las dos bandas disminuye de forma paralela a la concentración, y una vez se alcanza 
el mínimo en la intensidad para una concentración de 1,5x10-3 μg/ml, la intensidad de las bandas 
comienza a recuperarse a pesar de que la concentración del inductor continua descendiendo 
(Figura 4.33).  
 Con respecto a las inmunodetecciones realizadas con anti p105 en hemocitos incubados 
con LPS (Resultados, figura 4.34) se observó que la doble banda detectada en la fracción citosólica 
presentaba diversas fluctuaciones en su intensidad. Lo más destacado es que la banda de 108 kDa 
presentaba una intensidad mucho más elevada cuando se empleaban tiempos de incubación muy 
cortos (30 segundos y 1 minuto) que en el resto de los casos. Por otro lado en la fracción de 
membrana se observa como la banda de 105 kDa es mucho menos intensa cuando el tiempo de 
incubación fue de 60 minutos y la banda de 108 kDa disminuyó su intensidad a partir de 1 minuto de 
incubación con LPS (Figura 4.35). Los resultados obtenidos en la fracción de membrana difieren de 
los obtenidos por Cao et al., (2004b) tanto en invierno como en verano puesto que en los ensayos 
que realizaron no se detectó la expresión de bandas, y en cambio se asemejarían a los obtenidos 
por Novás et al., (2007a) durante el periodo invernal, ya que tan solo detectó la presencia de una 
banda de 105 kDa en esta fracción.         
 Por último, cuando se utilizó PDGF como inductor en las inmunodetecciones realizadas con 
anti p105 podemos destacar que en la fracción de membrana la doble banda tan solo se detectó 
para tiempos de incubación de 30 segundos y 30 minutos, resultados coincidentes con los de Novás 
et al., (2007a) al emplear 15 minutos de incubación (Figura 4.37). En el citosol existe una gran 
variación en cuanto a la intensidad de la banda detectada y lo más reseñable es que a los 15 
minutos de incubación la banda de 108 kDa presenta una menor intensidad (Figura 4.36). Los 
resultados obtenidos en la fracción citosólica son idénticos a los obtenidos por Cao et al., (2004a) y 
Novás et al., (2007a) durante el periodo invernal, mientras que para la membrana difieren de los 
obtenidos por Cao et al., (2004a) en el mismo periodo, puesto que se encontró que la estimulación 
de hemocitos con PDGF bloqueaba la translocación de p105 a la membrana, al igual que ocurría 
para el LPS.    
 Analizando estos resultados podemos destacar dos aspectos importantes en la respuesta 
de los hemocitos: 
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  1) En la fracción citosólica (figuras 4.30, 4.32, 4.34 y 4.36), se detectaron dos bandas de 
105 y 108 kDa para todos los controles, mientras que en la fracción de membrana (figuras 4.31, 
4.33, 4.35 y 4.37) tan solo se detectó la banda de 105 kDa. Como se comentará más adelante esto 
es coherente con los resultados obtenidos en otros trabajos puesto que en esta fracción se 
encuentran preferentemente las especies de PKC defosforiladas o fosforiladas en el asa de 
activación.   
 2) Cuando los hemocitos fueron estimulados con diferentes inductores (IL-2, LPS y PDGF) 
en la fracción de membrana se obtuvo una respuesta muy variable que fue dependiente del tiempo 
de incubación y en el caso de la IL-2 también fue dependiente de la concentración utilizada.  
La inmunidad varía entre diferentes grupos de animales pero siempre va a actuar rápida y 
eficazmente contra un amplio rango de patógenos diferentes (ejemplo: virus, bacterias, hongos, y 
parásitos eucarióticos) (Müller et al., 2008). Los invertebrados carecen de respuestas inmunes 
adaptadas que son características de mamíferos, pero poseen una respuesta inmune innata que 
incluye la acción de componentes humorales y celulares (González et al., 2007; Tincu y Taylor, 
2004; Nappi y Vass, 1993; Carton y Nappi, 1997; Nappi y Ottaviani, 2000; Nappi y Vass, 2000). 
 Las defensas del sistema inmune innato no son específicas, lo cual significa que estos 
sistemas reconocen y responden a los patógenos en una forma genérica (Alberts et al., 2002). El 
sistema inmune innato es el sistema dominante de protección en la gran mayoría de los organismos 
(Mayer, 2006). Este sistema no confiere una inmunidad duradera contra los patógenos.   
        Existen al menos dos razones pertinentes para analizar el sistema inmune innato de 
invertebrados. En primer lugar, mediante el estudio de este sistema en invertebrados podemos 
aprender más acerca de este tipo de inmunidad que protege a millones de metazoos. En segundo 
lugar, porque los productos humorales derivados de estos organismos por lo general son potentes 
antibacterianos (Hubert et al., 1997). 
 El papel de las PKCs en la respuesta inmune innata de los mamíferos ha sido el centro de 
gran parte de investigaciones y, en los macrófagos, se ha demostrado que esta familia de enzimas 
regula procesos tales como la adhesión y la difusión celular (Clarke y Brugge, 1995), la fagocitosis 
(Allen y Aderem, 1995), y la producción de especies reactivas de oxígeno e intermediarias de 
nitrógeno (Larsen et al., 2000; Castrillo et al., 2001). 
 Parece que la estimulación de los hemocitos también provocó al menos dos tipos de 
respuestas. Los hemocitos estimulados con diferentes inductores, en primer lugar presentaron una 




segundos de incubación, como ocurrió cuando se estimularon los hemocitos con LPS o PDGF. 
Posteriormente la respuesta tiende a regularizarse apareciendo expresada únicamente una banda 
de 105 kDa. Finalmente, se produce una respuesta tardía que en el caso de la estimulación con 
PDGF se produjo a los 30 minutos de incubación con el inductor, detectándose de nuevo dos 
bandas de 105 y 108 kDa.  
En el caso de estimulaciones con IL-2 y LPS tras 60 minutos de estimulación la doble banda 
no se detectó probablemente debido a una down-regulation. Se ensayaron diferentes 
concentraciones de IL-2 y se observó que la mejor respuesta se obtenía para la misma 
concentración de IL-2 con la que Novás, (2005) había obtenido una mayor producción de NO (0,1 
μg/ml) por los hemocitos, mientras que Cao et al., (2002) observó que la mayor producción de 
adrenalina y noradrenalina se producía para una concentración diez veces más baja (0,01 μg/ml). 
En este trabajo, también se observó una buena respuesta para la concentración de IL-2 más 
pequeña de las ensayadas (2,5x10-4 μg/ml).  
 Parece que los hemocitos tendrían al menos dos sitios de unión para la IL-2. Uno de estos 
lugares tendría una afinidad por la IL-2 muy elevada y el otro una afinidad menor. De este modo, 
una exposición a IL-2 durante un tiempo prolongado implicaría el reconocimiento del inductor por 
ambos sitios de unión, como ocurriría también al emplear altas concentraciones del inductor; 
mientras que la exposición de los hemocitos frente a la IL-2 durante un tiempo limitado supondría 
que el inductor tan solo podría unirse al lugar de mayor afinidad, al igual que ocurre cuando se 
utilizan bajas concentraciones de IL-2.  
 Por otra parte en las inmunodetecciones realizadas con el anticuerpo anti p60, (Resultados, 
figuras 4.38 a 4.41) se observó una expresión bastante compleja para los diferentes inductores 
empleados. Cuando los hemocitos se incubaron con IL-2 (0,01 μg/ml) en la fracción citosólica se 
observó la presencia de una única banda de 60 kDa cuya intensidad aumentó progresivamente 
desde el minuto 1 de incubación hasta el minuto 45; a los 60 minutos se produjo un descenso en la 
intensidad de la proteína. Por tanto, cuando los hemocitos se estimulan durante 60 minutos con IL-2 
se produce una depleción de p60 en la fracción citosólica, pasando a detectarse únicamente en la 
fracción de membrana. En cambio, para la fracción de membrana el aumento en la intensidad fue 
progresivo desde el minuto 1 hasta el minuto 5, a partir de aquí la intensidad disminuye y cuando se 
alcanzan tiempos de incubación mayores (45 y 60 minutos) la intensidad de la banda se mantiene 
constante (Figura 4.38).  
  Cuando se realizaron inmunodetecciones con anti p60 en hemocitos estimulados con IL-2 
durante 24 horas no se apreciaron cambios en la expresión de la enzima en la fracción citosólica. 
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En la fracción de membrana podemos destacar la presencia de un aumento importante en la banda 
detectada para una concentración de IL-2 de 0,05 μg/ml, mientras que para las concentraciones con 
las que previamente Novás et al., (2005) y Cao et al., (2002) habían obtenido una mayor producción 
de NO y una mayor síntesis de catecolaminas no se observan cambios con respecto al control 
(Figura 4.39).                
 En las inmunodetecciones realizadas con anti p60 para hemocitos incubados con LPS la 
respuesta obtenida es bastante compleja. Así, en la fracción citosólica inicialmente no se observan 
cambios, entre los 3 y los 15 minutos de incubación se produce un descenso en la intensidad de la 
banda detectada y a partir del minuto 30 de incubación la intensidad aumenta llegando a superar los 
niveles de intensidad iniciales. 
 En la fracción de membrana para periodos de incubación cortos se observa un aumento de 
la intensidad de la banda con respecto al control, mientras que a partir de los 5 minutos la intensidad 
de la banda detectada es bastante menor (Figura 4.40). Posiblemente a partir de los 3 minutos de 
estimulación con LPS se produzca una down regulation de la enzima, que produzca una 
disminución de p60 en la membrana y su aumento en la fracción citosólica.           
 Con respecto a los hemocitos incubados con PDGF, las inmunodetecciones con anti p60 no 
reflejaron cambios en la expresión de la banda de 60 kDa para la fracción citosólica. En la 
membrana en cambio se observó un aumento de la intensidad para las incubaciones de 30 y 60 
minutos (Figura 4.41).    
 Además, tampoco se encontraron diferencias en el estado de fosforilación de las bandas de 
105 y 108 kDa al realizar las inmunodetecciones con el anticuerpo anti P-Serina tras estimular los 
hemocitos con los diferentes inductores ensayados (Figuras 4.42). Se detectaron fosforilaciones en 
los residuos de serina de las proteínas estudiadas para todas las condiciones ensayadas. La banda 
de 105 kDa aparece prácticamente en todos los ensayos realizados con los distintos inductores (IL-
2, PDGF, LPS) tanto en citosol como en membrana con el anticuerpo anti p105, mientras que en la 
fracción de membrana en algunos casos la banda de 108 kDa no se detecta. Además la banda de 
105 kDa aparece en todos los pasos de purificación al igual que ocurría en los resultados de 
Mercado (2001) y sin embargo la banda de 108 kDa en la cromatografía con HTP no aparece. 
Modificaciones post-traduccionales de residuos Ser/Thr por fosforilación han sido reconocidas como 
un importante mecanismo modulador de la actividad de la PKC (Robles-Flores et al., 2008; Shirai y 
Saito, 2002; Parekh et al., 2000; Hansra et al., 1999). Las modificaciones pueden ser diferentes para 
cada isoenzima de PKC. Se ha visto que la proteína quinasa C es fosforilada “in vivo” en tres 




insectos (Tsutakawa et al., 1995; Keranen et al., 1995). En la proteína quinasa C βII, estos residuos 
corresponden a la Thr 500 en el asa de activación, Thr 641 y Ser 660 en el carboxilo terminal 
(Newton, 1997), mientras que para PKC  δ de rata los residuos homólogos serían Thr 505, Ser 643 
y Ser 662 (Welman et al., 2007). Cada residuo fosforilable tiene su análogo en otras proteínas 
quinasas: Thr 500 se alinea con el residuo fosforilable del asa de activación encontrada en proteínas 
quinasas (como por ejemplo Thr 197 en la PKA (Taylor y Radzio-Andzelm, 1994), Thr 641 tiene su 
sitio análogo en la PKA (Ser 338) (Yonemoto et al., 1997), y Ser 660 es parte del motivo hidrofóbico 
de fosforilación presente en quinasas como la S6-quinasa y la proteína quinasa B (Akt quinasa) las 
cuales poseen la secuencia consenso FXXF (S/T) (F/Y) (Pearson et al., 1995; Alessi et al., 1995).  
Específicamente, la enzima es primero fosforilada en el asa de activación por otra quinasa 
(PDK-1), seguida de dos autofosforilaciones ordenadas en el carboxilo terminal, una en el motivo 
cambio y la segunda en el conservado motivo de fosforilación hidrofóbico (Shirai y Saito, 2002; 
Newton, 2003). Tales proteínas contienen un segmento cerca del sitio activo que puede ser 
fosforilado para ordenar los residuos correctamente para la catálisis. Aunque algunas quinasas 
(ejemplo: PKA) son capaces de activarse libremente por autofosforilación en el asa de activación 
(Yonemoto et al., 1993), la mayor parte de las quinasas dependen de la fosforilación del asa de 
activación por otra quinasa (Yonemoto et al., 1993). La fosforilación realizada por la PDK-1 iniciaría 
la cascada de fosforilaciones de la PKC (Newton, 1997). 
Seguidamente a la fosforilación en el asa de activación, la proteína quinasa C comienza a 
fosforilarse en la Thr 641. La fosforilación aparentemente bloquea la PKC en una conformación 
catalíticamente competente tal vez por anclaje del carboxilo terminal fuera del sitio activo. La tercera 
fosforilación “in vivo” ocurre en la Ser 660 y al igual que la anterior es una reacción de 
autofosforilación (Keranen et al., 1995). Esta fosforilación final se correlaciona con la liberación de la 
PKC en el citosol, por lo que tiene una implicación directa en la localización subcelular de la PKC. 
Las dos reacciones de autofosforilación en el carboxilo terminal aparentemente son 
desencadenadas por la fosforilación en el asa de activación (Newton, 1997). 
 Análisis de espectrometría de masas, junto con análisis de fosforilación en sitios mutantes y 
el uso de anticuerpos fosfo-específicos, ha permitido establecer que las bandas que migran más 
rápido representan a la PKC no fosforilada o fosforilada exclusivamente en el asa de activación (en 
nuestro caso sería la banda de 105 kDa), en ocasiones aparece una banda intermedia que 
representa a la proteína fosforilada en la Thr 641 pero no en Ser 660, y las especies que migraron 
menos representan a la enzima madura, es decir, fosforilada en ambos residuos del extremo 
carboxilo terminal, Thr 641 y Ser 660 (Keranen et al., 1995; Edwards y Newton, 1997; Edwards et 
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al., 1999), como ocurre con la banda de 108 kDa. Aproximadamente la mitad de las especies 
maduras están fosforiladas en el asa de activación Thr 500, una modificación que no afecta a la 
movilidad electroforética de la enzima (Keranen et al., 1995).  
 Mercado, (2001) había obtenido la expresión de una única banda de 105 kDa para la 
enzima p105 tras su paso por la columna de HTP así como para las incubaciones realizadas con el 
anticuerpo anti P-serina. Por ello afirmaba que p105 era capaz de autofosforilarse en residuos Ser. 
Además creía que la banda de 108 kDa correspondería a la forma no fosforilada de la enzima, 
puesto que no había encontrado fosforilaciones en Ser en las inmunodetecciones realizadas con el 
anticuerpo anti P-Serina. Por ello, creía que la presencia de esta banda de 108 kDa se debería 
probablemente a una defosforilación de la banda de 105 kDa.  
 En cambio, los resultados obtenidos con el anticuerpo anti P-serina en el presente trabajo 
son contrarios a los obtenidos por Mercado, 2001 pero coincidentes con los obtenidos en trabajos 
realizados por otros investigadores (Keranen et al., 1995; Edwards y Newton, 1997; Shirai y Saito, 
2002; Parekh et al., 2000; Hansra et al., 1999; Newton, 1997; Edwards et al., 1999). Por tanto, la 
banda de 105 kDa correspondería a la fracción de la población de enzima que estaría defosforilada 
o fosforilada exclusivamente en el asa de activación. Por otro lado, la banda de 108 kDa 
correspondería a las especies de esta enzima que se encuentran fosforiladas en ambos residuos 
del extremo carboxilo terminal y en un 50% de los casos fosforiladas también en el asa de 
activación.      
 Con respecto a p60, se detectaron fosforilaciones a nivel de residuos de serina en las 
incubaciones realizadas con los distintos inductores y no se observaron diferencias en el grado de 
fosforilación. 
En cuanto a la distribución tisular de p105, ésta se encontró en todos los tejidos estudiados, 
tanto en la fracción citosólica como en la fracción de membrana. Se observó que p105 es 
mayoritaria en la fracción citosólica (Mercado, 2001). 
 p60, al igual que p105 también se encontró en todos los tejidos estudiados. Sin embargo en 
la fracción de membrana de músculo aductor posterior (PAM)  p60 no fue detectada y en el músculo 
del pie su expresión fue menor a la de otros tejidos (Figuras 4.43 y 4.44). Al igual que para p105 
(Mercado, 2001), la presencia de p60 fue mayoritaria en la fracción citosólica (Figuras 4.43 y 4.44), 
y en esta fracción prácticamente no hay diferencias de expresión entre los diferentes tejidos 
estudiados. En la fracción de membrana, p60 fue mayoritaria en manto y branquias. También 




en el citosol que en la membrana, y que las bandas son más tenues que en el resto de tejidos 
estudiados.   
Como última aproximación a la caracterización de las enzimas, se estableció otro parámetro 
de comparación, que fue el estudio de la respuesta de p105 y p60 a ésteres de forbol.  
 Para ello se trabajó con un modelo celular aislado del propio mejillón, los hemocitos, los 
efectores celulares de la inmunidad en invertebrados, con funciones primitivas, tales como la 
fagocitosis o el ataque lítico u oxidativo ante patógenos (Hendengren et al., 1999; Lee et al., 2000; 
Mercado et al., 2002).     
 PMA es una molécula capaz de unirse a las PKCs, de una manera prácticamente selectiva, 
e inducir la translocación de la enzima (Castagna et al., 1982; Sharkey et al., 1984; Ron y Kazanietz, 
1999).   
    Al observar el patrón electroforético de hemocitos estimulados con PMA se observa la 
expresión de múltiples bandas de proteínas en la fracción citosólica, siendo tres bandas con pesos 
de 66, 60 y 48 kDa respectivamente las que presentaron una expresión más notoria tanto en el 
citosol como en la membrana. En la fracción de membrana las bandas de 60 y 48 kDa aparecen con 
una intensidad muy tenue (Figuras 4.45 y 4.46). Una vez comprobado el patrón de distribución 
electroforética de hemocitos estimulados con PMA se procedió a estudiar la respuesta que 
presentaban frente a los anticuerpos anti p105 y anti p60 obtenidos para las dos proteínas 
purificadas.   
 En hemocitos del molusco bivalvo M. galloprovincialis estimulados con PMA, la proteína 
p105 aparece para todas las condiciones ensayadas en la fracción citosólica, mientras que en la 
fracción de membrana su expresión disminuye o incluso llega a desaparecer cuando se incrementa 
el tiempo de incubación o la concentración de PMA (Figuras 4.47 y 4.48). Por tanto en la membrana, 
cuando los hemocitos se estimulan con PMA 160 nM durante 60 minutos posiblemente se produzca 
una regulación por degradación o down regulation de p105, resultado similar al encontrado por 
Mercado, (2001) para incubaciones de PMA 80 nM durante 60 minutos y también es un proceso 
común en células de mamíferos (Liu, 1996). En monocitos humanos, tras 30 minutos de 
estimulación con PMA 1 nM, la situación se invierte, PKC δ aparece mayoritariamente en el citosol 
(Kontny et al., 2000), al igual que ocurre con p60 a los 30 minutos en hemocitos estimulados con 
PMA 160 nM (Figura 4.49). En hemocitos estimulados con PMA, la proteína p60 se transloca a la 
membrana plasmática, tal como ocurre con las PKCs en células de mamíferos. En monocitos 
humanos, PKC α, PKC βII y PKC δ aparecen translocadas a la membrana plasmática, a los 15 
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minutos de estimulación con PMA 1 nM (Kontny et al., 2000), tal como ocurre con p60 (Figura 4.49).












Si tenemos conclusiones probablemente tenemos algo que decir.  





1 A partir del manto del mejillón Mytilus galloprovincialis se han purificado dos proteínas; 
la primera con un peso aproximado de 60 kDa (p60), presenta actividad quinasa 
dependiente de fosfatidil L-serina, PMA y calcio. La segunda con un peso de 105 kDa 
(p105), presenta actividad quinasa dependiente de fosfatidil L-serina, PMA y es 
independiente de calcio. 
 
2 De los diferentes sustratos ensayados, la protamina sulfato fue el péptido sustrato por el 
que la enzima p60 mostró la mayor afinidad; sin embargo, el péptido (VRKRTLRRL) fue 
el mejor sustrato en los ensayos de actividad enzimática puesto que presentó la mejor 
eficiencia catalítica (Vmáx/Km). A diferencia de p60, el sustrato por el que la enzima p105 
mostró la mayor afinidad fue la MBP, aunque el mejor sustrato en los ensayos de 
actividad enzimática fue la protamina sulfato al presentar la mejor eficiencia catalítica.     
 
3 Los tres inhibidores ensayados con la enzima p60 de manto de mejillón Mytilus 
galloprovincialis Lmk, Bisindolilmaleimida y estaurosporina (inhibidores con respecto a 
la unión a ATP) y curcumina (inhibidor con respecto a la unión de L-α fosfatidilserina) 
ejercieron una inhibición de tipo competitivo. 
 
4 Tras estudiar la distribución tisular de p60 hemos comprobado que la enzima está 
presente en la fracción citosólica de manto, branquias, hepatopáncreas, pie, músculo 
aductor y hemocitos de Mytilus galloprovincialis. Sin embargo en la fracción de 
membrana del músculo aductor posterior (PAM) p60 no fue detectada y en el músculo 
del pie su expresión fue menor a la de otros tejidos. Parece que en la fracción de 
membrana p60 se encuentra predominantemente en tejidos no musculares como el 
manto y las branquias, mientras que p105 se encuentra mayoritariamente en las 
branquias y en el resto de tejidos se encuentra distribuida por igual. 
 
5 En las inmunodetecciones con anti p105 se ha visto que al estimular los hemocitos con 
diferentes inductores, pueden presentar dos tipos de respuesta; una respuesta 
inmediata y otra más tardía. En las estimulaciones con IL-2 se ha comprobado que los 
hemocitos parecen poseer dos sitios de unión para la IL-2, uno con alta afinidad por el 




6 En las inmunodetecciones con anti p60 la respuesta de los hemocitos frente a los 
distintos inductores empleados (IL-2, PDGF y LPS) conduce a cambios en la 
distribución de p60 tanto en la fracción citosólica como de membrana.  
       
7 Se ha comprobado que p60 y p105 presentan residuos fosforilables en P-Ser. Hemos 
probado que p105 se fosforila en las dos bandas de 105 y 108 kDa.   
 
8 La estimulación de hemocitos con PMA induce la translocación de p60 a la membrana 
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Abreviaturas 
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ALS   Solución antiagregante Alseve 
ADP   Adenosina - 5´- difosfato 
AMPc   Adenosina -3´, 5´- monofosfato cíclico  
aPKs   Proteínas quinasas atípicas    
aPKC(s)  Proteína quinasa C atípica (s) 
ATP   Adenosina - 5´- trifosfato 
BSA   Seroalbúmina bovina 
BTK   Tirosina quinasa de Bruton 
CBR   Calcium binding región / Región de unión del calcio   
CCK   Colecistoquinina 
cDNA   Ácido desoxirribonucleico complementario 
cPKC(s)  Proteína quinasa clásica (s) 
CPM   Cuentas por minuto 
DAG   Diacilglicerol 
DE52 ó DEAE  Dietilaminoetil celulosa    
DNA   Ácido desoxirribonucleico 
D.O.   Densidad óptica 
DTT   DL-ditiotreitol 
EC   Extracto crudo 
EGF   Factor de crecimiento epidermico 
EDTA   Ácido etilendiamino tetracético 
EGTA   Ácido etilenglicol bis (β – aminoetileter)- N, N, N´, N´- tetracético  
ePKs   Proteínas quinasas eucarióticas o típicas 
ERK2   Quinasa regulada por señal extracelular de tipo 2 
EtOH   Etanol 
FCS   Suero fetal bovino 
FPLC   Fast proteín liquid chromatography 
GMP   guanosina - 5’- monofosfato (ácido guanílico, ó guanilato). 
GTP   Guanosin - 5´- trifosfato 
GF   Gel filtración 
H III-S   Histona tipo III – S 
Hepes   Ácido 4-(2-hidroxietileno)-1-piperazina-etano sulfónico 




ICC   Células intersticiales de Cajal 
IFN   Interferon 
IL-2   Interleukina 2 
Ins(1, 4, 5)P3 ó IP3 Inositol – 1, 4, 5 - Trifosfato 
IPANs   Neuronas aferentes primarias intrinsecas 
kDa   Kilodalton 
Ki   Constante de inhibición 
Km   Constante de Michaelis-Menten 
IisoPC   Lisofosfatidilcolina 
LPS   Lipopolisacarido bacteriano 
MAA   Musculo aductor anterior 
MAP   Musculo aductor posterior 
MAPK   Proteína quinasa activada por mitógeno 
MARB   Musculo aductor retractor del biso 
MARCKS  Sustrato para la proteína quinasa C rica en alanina miristoilada 
MBP   Proteína básica mielina 
MKP-1   Fosfatasa quinasa de MAP 
mc-NOS  Oxido nitrico sintetasa constitutiva 
mw-NOS  Oxido nitrico sintetasa inducible 
mCi   Milicurios 
min   Minutos 
MPRB   Musculo posterior retractor del biso  
mUI   Miliunidades internacionales 
nPKC(s)  Proteína quinasa C nueva (s) 
NLS   Secuencia de localización nuclear 
NOS   Oxido nitrico sintasa 
OLGs   Oligodendrocitos 
PA   Ácido fosfatídico 
PBS   Tampón fosfato salino 
PC   Fosfatidilcolina 
PDBu   Forbol -12,13- dibutirato 
PDGF   Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
PDK-1   Proteína quinasa dependiente de 3-fosfoinositol 
Abreviaturas 
- 217 - 
PDZ Dominio denominado así por las tres proteínas en las que fue     
 identificado por primera vez: PSD-95, la proteína supresora de tumores   
 DLG en Drosophila y una proteína llamada ZO-1. Los dominios PDZ   
 intervienen en el reclutamiento y la interacción de proteínas y ayudan a   
 formar armazones proteicos y redes de señalización. 
PH Dominio de anclaje a la membrana, un pequeño modulo de unos   
 120 aminoácidos que se produce en una amplia gama de proteínas del   
 citoesqueleto, o proteínas implicadas en la señalización intracelular. 
PI3-K   Fosfatidilinositol 3 – quinasa 
PI   Fosfatidilinositol 
PICK   Proteína perinuclear que se une a PKC 
PIP   Fosfatidilinositol 4 - Fosfato 
PIP2   Fosfatidilinositol 4,5 difosfato 
PIP3   Fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato 
PK(s)   Proteína quinasa (s) 
PKA   Proteína quinasa dependiente de AMP cíclico 
PKG   Proteína quinasa dependiente de GMP cíclico 
PKC   Proteína quinasa C 
   cPKCs: proteínas quinasas C clásicas. 
   nPKCs: proteínas quinasas C noveles o nuevas. 
   aPKCs: proteínas quinasas C atípicas. 
PKCI   Proteína inhibidora de la PKC 
PKD   Proteína quinasa D 
PKM   Fragmento catalítico de la PKC 
PL   Fosfolípido 
PLA2   Fosfolipasa 2A 
PLC   Fosfolipasa C 
PLD   Fosfolipasa D 
PMA   Forbol 12-miristoato 13-acetato 
PMSF   Formil metil sulfonil fluoruro 
p.p.m.   Partes por millón 
PS   Fosfatidil L-serina 




PTK   Proteína tirosina quinasa 
RACKs   Receptor para quinasas C activadas 
RH   Hemocito redondo 
RICKS   Receptor para quinasas C inactivadas 
RNA   Ácido ribonucleico 
RNAsas  Ribonucleasas 
rpm   Revoluciones por minuto 
SDS   Dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE  Electroforésis en geles de poliacrilamida - SDS 
Ser-P   Serina fosfato 
SH   Hemocito expandido 
SNC   Sistema nervioso central 
Temed   Tetrametiletilendiamina 
Thr-P   Treonina fosfato 
Tyr-P   Tirosina fosfato 
TBS   Tampón Tris salino 
TCR   Receptor del antígeno en la célula T 
TGF-β   Factor de crecimiento transformante 
TK   Tirosina quinasa 
TLK   Tirosine kinase like 
TTBS   Tampón Tris salino tween 
Vmáx   Velocidad máxima 
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Ácido aspártico Asp D 
Ácido glutámico Glu E 
Alanina Ala A 
Arginina Arg R 
Asparagina Asn N 
Cisteína Cys C 
Fenilalanina Phe F 
Glutamina Gln Q 
Glicina Gly G 
Histidina His H 
Isoleucina Ile I 
Leucina Leu L 
Lisina Lys K 
Metionina Met M 
Prolina Pro P 
Serina Ser S 
Treonina Thr T 
Tirosina Tyr Y 
Triptófano Trp T 
Valina Val V 
 
